T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOGUM VE JINEKOLOJi ANABILIM DALI

INEKLERDE SUBKLINIK MASTITISLERE
SEBEP OLAN BAKTERI TURUNE GORE
SUTTEKI TH1/TH2 SITOKIN DENGESININ
BELIRLENMESI
DOKTORA TEZI
Tarik SAFAK
2021



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Mesut AKSAKAL

Saglik Bilimleri Enstitiisii Midiiri

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Cahit KALKAN
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali1 Baskani
Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Ali RISVANLI

Danigsman

Doktora Smavi Jiiri Uyeleri

Prof. Dr. Cahit KALKAN

Prof. Dr. Mustafa KAYMAZ

Prof. Dr. Ali RISVANLI

Prof. Dr. ibrahim SEKER

Prof. Dr. R. Gozde OZALP




ETiK BEYAN

Kendime ait ¢aligmalar ile bu tez ¢alismasin1 gergeklestirdigimi,
calismalarin planlanmasindan, bulgularinin elde edilmesine ve yazim asamasina
kadar tiim asamalarinda etige aykir1 davranisim olmadigini, bu tezdeki tiim bilgileri
ve verileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi i¢cinde yer
alan ancak bu tez ¢alismasinin bulgulari arasinda yer almayan verilere, bilgi ve

yorumlara kaynak gosterdigimi beyan ederim.

Tarik SAFAK

17.06.2021

Prof. Dr. Ali RISVANLI
Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dal1

ELAZIG



TESEKKUR

Doktora egitimim ve tez ¢calismalarini yiiriitiirken biitiin agsamalarinda biiytik
katkis1 olan danisman hocam, Saymn Prof. Dr. Ali RISVANLI'ya tesekkiir ve
siikranlarimi1 sunarim.

Hem teorik hem de klinik egitim yoniinden mesleki anlamda beni yetistiren
ve higbir zaman yardimlarin1 esirgemeyen Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve Jinekoloji A. D. Ogretim Uyelerinden Prof. Dr. Ali Miikremin
APAYDIN, Prof. Dr. Cahit KALKAN, Prof. Dr. Halis OCAL, Prof. Dr. Hamit
YILDIZ ve Prof. Dr. Muhterem AYDIN’a tesekkiir ederim.

Istatistiksel analizlerin yapilmasinda vermis oldugu tavsiyelerden dolay:
Prof. Dr. ibrahim SEKER e tesekkiir ederim.

Siit numunelerinin toplanmasinda ve analizlerin yapilmasinda ¢ok biiytlik
katkis1 olan Ars. Gor. Oznur YILMAZ’a emekleri icin tesekkiir ederim.

Lisans egitimim boyunca bilimsel ve manevi destegi lizerimde olan, ayrica
bugiin meyvelerini almaya basladigim akademik siirece baglamam igin beni tesvik
edip bu basarilar1 elde etmemdeki ¢ok biiyiik emek ve katkilari olan Sayin Prof. Dr.
Kadri Zafer KARAER hocama saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her alaninda oldugu gibi zorlu bir siire¢ olan doktora egitimimin
de her asamasinda, desteklerini esirgemeden hep yanimda olan aileme, sonsuz sevgi
ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismay1 1190787 no’lu proje ile destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve

Teknolojik Arastirma Kurumu’na da ayrica tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ...ttt I
ONAY SAYFASH ...t I
ETIK BEYAN ...ttt iii
TESEKKUR ....cooooviiiiiieeeeteee ettt enes st s et an et iv
ICINDEKILER ..........ooovoiiiiieceee ettt v
TABLO LISTESI ....oooiiiiiiiicces s vii
KISALTMALAR ve SIMGELER LISTESI..........ccccooiiniiiniiiniiiens viii
Lo OZET ...t 1
2. ABSTRACT Lttt 3
R 123 15T 5
3.1. Mastitislerin S1ntflandirtlmast.......cooceeiiiiiiiiiiie e 5
3.1.1. Klinik Forma Gore Stniflandirma...........cccooiiieiiiiiiii e 6
3.1.2. Etiyolojik Etkenlere Gore Smiflandirma ............cccooooiiniiiiiie, 9
3.1.2.1. StAfHOKOKIAN ..o 11
3.1.2.2. StreptocoCCus agalactiae ............covrieiiiinieiescseee s 13
3.1.2.3. ESChEriChia COli........oviiiiiiciciicce e 14
3.2. Siitiin Bilesenleri ve Mastitisle TliSKiSi.......ooverreeereereeceeeeeeeceeeeeeeeeseseseeeees 17
3.3. Meme Savunma Sistemi Ve SIOKINIEr ..........ccccviieiniiiiiiceee e 19
3.3.1. Interferon Gamma (IF=Y) ........ccoruerirrirerirerereiiseeeeee e 22
3.3.2. INLETIOKIN 2.ttt 23
3.3.3. Timor Nekroz Faktor (TNF) ...cc.ooieiiiiiiiiieeeecee e 23
3.3.4. INLETIOKIN-A .. ..coovviiceeeeceee ettt 24
3.3.5. INLEIIOKIN-5.......oeececeieieeecceete ettt 25
3.3.6. INterlOKIN-10........cccruererreeceeieier ettt 25



4. GEREC Ve YONTEM.........coiuiiieiieeeeeeeeee e 28

N R € <) (< R T PP PP UPPTRPPRTTPPIN 28
4.1.1. Calisma Bolgesi ve Poplilasyon Sayist .........ccccvveiiriininiiniciiic e 28
4.1.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmast .........ccceevieiiriiienicieesee e 29
A 0111153 o o D OO PP P PR PP PPRRRPPION 30
4.2.1. Bakteriyolojik KUIUT ......ooiiviiiiiiiiiiiecieiee e 30
4.2.2. Stit Somatik HUCIe SayImI.....cccvviiiiiiiiiiiiiiicniie e 31
4.2.3. Siit Kompozisyon Analizlerinin Yapilmast ........cccocveieiiiieniniiicnecieee, 31
4.2.4. Siit Sitokin Analizlerinin Yapilmast ........occcoovieiiiiiieniciiesee e 32
4.2.5. Verilerin Istatistiki ANAZI........cccceveeuiveriiieiieeeeseeceee e, 32
5. BULGULAR ...ttt bt 36
6. TARTISMA ...ttt ettt 53
T KAYNAKLAR et ee e 66
8. OZGECMIS ...t ettt 78

Vi



TABLO LiSTESI

Tablo 1: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siitteki sitokin diizeyleri .................. 38
Tablo 2: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siit SHS diizeyi ........ccccovevvevveriennnnne. 39

Tablo 3: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siitiin dansite ve elektrik iletkenligi. 39

Tablo 4: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siit kompoziSyonu..............cceceveevene. 40
Tablo 5: Gruplar bazinda siit sitokin dUZEYIEri......c.covvvveerierieiieieeie e 43
Tablo 6: Gruplar bazinda siit SHS dUZeYi.........ccovviriiiiiniiiiieese e 44
Tablo 7: Gruplar bazinda siitiin dansite ve elektrik iletkenligi .........cc.cocevvrreene. 45
Tablo 8: Gruplar bazinda siit KOMPOZISYONU ......cevuervirviriiniiiinieienienie e 47
Tablo 9: Siit SHS diizeylerine gore SitoKin dizeyleri ..........ccovovrerciineicicnnine 48
Tablo 10: Siit SHS diizeylerine gére siit KOMPOZISYONU.......cccovrverveirierieiriiine 49
Tablo 11: Siit SHS diizeylerine gore siitiin dansite ve elektrik iletkenligi........... 50
Tablo 12: Siit SHS diizeylerine gore Thi/Thz polarizasyonu............c.ccceevnee. 51
Tablo 13: Gruplar bazinda Thi/Th2 polarizasyonu ............ccccceeeveieneienciennnn. 52

vii



KISALTMALAR ve SIMGELER LiSTESI

°C : Santigrat derece

af-T . Alfa-beta lenfositler

vo-T : Gamma-delta lenfositler

pm : Mikrometre

ELISA  : Enzyme linked immunosorbent assay
PCR : Polymerase Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu
EMB : Eosin Methylen-Blue Lactose Sucrose
CD : Cluster of Differentiation

CMT : Kalifornia Mastitis Test

CSF : Colony Situmuling Factor

IFN : Interferon

1L - Interl6kin

Ig : Immiinoglobiilin

KDa - Kilodalton

KNS : Koagiilaz Negatif Stafilokoklar

LPS : Lipopolisakkarit

MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass
spectrometry

MRSA : Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus

NMC : National Mastitis Council

SHS - Somatik hiicre sayisi

TGF-p : Transforming Growth Factor-f3

Th : Helper lenfositler

TNF . Timor nekroz faktor

viii



1. OZET

Bu tezde, ineklerde subklinik mastitislere neden olan bakteri tiirlerine
(Escherichia coli, Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus aureus) gore siitteki
Th1/Th sitokin dengesinin belirlenmesi amaglandi. Calismaya 180 adet inek dahil
edildi. Ineklere Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) uygulandi. Kaliforniya Mastitis
Testinde, dort meme lobuda negatif olan inekler CMT (-) grubuna (n=45) dahil
edildi. Escherichia coli grubu (n=45), CMT pozitif siit 6rneklerinde Escherichia
coli tireyen ineklerden; Streptococcus agalactiae grubu (n=45), CMT pozitif siit
orneklerinde Streptococcus agalactiae tireyen ineklerden ve Staphylococcus aureus
grubu (n=45), CMT pozitif siit orneklerinde Staphylococcus aureus iireyen
ineklerden olusturuldu. Siit numunelerindeki somatik hiicre sayimi1 Cell Counter
cihaz1 kullanilarak 6lgiildii. Siit kompozisyon analizi Laktoscan cihazi kullanilarak
ve sitokin analizleri ise tir spesifik ticari ELISA kitleri kullanilarak yapildi.
Escherichia coli grubunda siit TNF-a ve IFN-y diizeyi yiiksek bulunurken, 1L-2
diizeyi diisiik bulundu. En diisiik siit IL-4 diizeyi CMT (-) grubunda bulundu. Siit
IL-5 diizeyi en yiiksek Streptococcus agalactiae grubunda bulunurken, siit I1L-10
diizeyi en yiiksek Staphylococcus aureus grubunda tespit edildi. Ayrica, siitteki
somatik hiicre sayisinin (SHS) artmasi, TNF-a ve IFN-y diizeyinin azalmasina, IL-
5 diizeyinin ise artmasina neden oldu. Ancak, IL-2, IL-4 ve IL-10 diizeylerinin SHS
degisikliginden etkilenmedigi tespit edildi. Ayrica, siit 6rneklerinde yag yiizdesi
Escherichia coli grubunda en yiiksek oranda bulunurken, yagsiz kuru madde,

protein, laktoz ve mineral madde ytizdesi en diisiik oranda bulundu.



Sonug olarak, Escherichia coli grubunda Thi/Th, polarizasyon dengesinin
Th: yoniine kaydigi belirlendi. Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus aureus
gruplarinda ise Thi/Thy polarizasyon dengesinin Th; yoniinde oldugu bulundu.
Bulgularimiza gore, Escherichia coli'ye bagli mastitis olgularinda hiicresel
bagisikligin giiglii tutulmasi1 gerekirken, Staphylococcus aureus ve Streptococcus
agalactiae'nin neden oldugu mastitislerde ise hiimoral bagisikligin desteklenmesi
kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Thy/Th; sitokin, Subklinik mastitis, Inek



2. ABSTRACT

The Determination of Thi/Thz Cytokine Balance in Milk According to the

Bacterial Species that Cause to Subclinical Mastitis in Cows

This thesis study aimed to determine the Th1/Thz cytokine balance in milk
according to the bacterial species (Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, and
Staphylococcus aureus) which causes subclinical mastitis in cows. One hundred
and eighty cows were included in the study. California Mastitis Test (CMT) was
performed on the cows. In the CMT, cows with negative four quarters were
included in the CMT (-) group (n = 45). Escherichia coli group (n = 45) was
designated as cows with only Escherichia coli growing in milk samples of CMT-
positive, Streptococcus agalactiae group (n = 45) as cows with only Streptococcus
agalactiae growing in milk samples of CMT-positive, and Staphylococcus aureus
group (n = 45) as cows with only Staphylococcus aureus growing in milk samples
of CMT-positive. Somatic cell counts (SCC) in milk samples were measured by
using a Cell Counter device. Milk composition analysis was performed using the
Laktoscan device, and cytokine analysis was performed using species-specific
commercial ELISA kits. In the Escherichia coli group, while milk TNF-a and IFN-
v levels were found high, I1L-2 levels were found low. The lowest milk IL-4 level
was found in the CMT (-) group. While the highest milk IL-5 level was found in
the Streptococcus agalactiae group, the highest milk IL-10 level was detected in
the Staphylococcus aureus group. Also, increased somatic cell count (SCC) in milk

caused a decrease in TNF-a and IFN-y levels and an increase in IL-5 levels.



However, it was determined that IL-2, IL-4, and IL-10 levels were not affected by
the SCC change. Moreover, while the percentage of fat in the milk samples was
found the highest in the Escherichia coli group, the percentage of solid-not-fat,
protein, lactose, and mineral matter was found the lowest.

As a result, it was determined that the Th1/Th2 polarization balance shifted
towards the Th1 direction in the Escherichia coli group. The Th1/Th2 polarization
balance was found to be in the Th2 direction in the Streptococcus agalactiae and
Staphylococcus aureus groups. According to our findings, it was concluded that
cellular immunity should be kept strong in mastitis cases due to Escherichia coli,
and humoral immunity should be supported in mastitis caused by Staphylococcus
aureus and Streptococcus agalactiae.

Key Words: Thy/Th; cytokine, Subclinical mastitis, Cow



3. GIRIS

Mastitis, siit sigir1 isletmelerinde inegin meme dokusunun yangilanmasi ve
stitteki somatik hiicre sayisinin (SHS) artmasiyla karakterize olduk¢a sik goriilen
ve bir o kadar da maliyetli bir hastaliktir (1). Ineklerde mastitis klinik ve subklinik
olmak iizere iki sekilde goriilir. Klinik mastitislerde memede, siitte ve hatta
hayvanin genel durumunda degisiklikler gozlenirken, subklinik mastitislerde ise
stitteki SHS artis1 (>200.000 hiicre/ml) dikkati ¢eker (2, 3). Her iki mastitis tipinde
de siit veriminde dnemli bir azalma s6z konusudur. Mastitis vakalarinda bozukluk
iyilesse bile hayvanda eski siit verimi gozlenmez ve inegin hastalandiktan sonraki
stit iretim miktar1 saglikli doneme gore ¢ok daha diisiik kalmaktadir (4). Mastitise
bagl olarak ortaya ¢ikan ekonomik zararlar; siit veriminde azalma, siitiin atilmasi,
stit kalitesinin diismesi, veteriner hekim hizmetlerindeki maliyet artigi, mastitisli
hayvanlarin siirtiden ¢ikarilmasi, diger hastaliklar, kontrol ve koruma tedbirlerinin
getirdigi ek giderler (5, 6) ve bununla birlikte inekte reprodiiktif performansin

diismesi (7) seklinde siralanabilir (8).

3.1. Mastitislerin Simiflandirilmasi

Degisik kriterlere gore mastitisler smniflandirilmakla birlikte, klinik form
veya sebep olan etkene gore siniflandirma daha yaygin olarak kullanilmaktadir (9,

10).



3.1.1. Klinik Forma Gore Simiflandirma

Klinik mastitis, siitte sulanma, peynirlesme, pihtilasma vb. fiziksel
degisikliklerin yan1 sira meme dokusunda 1s1 artisi, kizariklik, sislik ve agri gibi
yangisal belirtilerin gozlendigi mastitis formudur. Klinik mastitis sekillenen
ineklerde meme dokusunda olusan yangiyla iliskili lokal degisikliklerin yani sira
sistemik belirtiler de goriilebilir. Klinik mastitisler, klinik seyrine goére; perakut,
akut, subakut ve kronik olarak siiflandirilir (9).

Perakut mastitis, aniden sekillenerek memede ciddi yangi belirtilerine yol
acar. Siit ser6z bir hal alarak, siit sentezinde azalma veya durma goriilebilir. Bu
durum, yangiya neden olan mikroorganizmalarin iirettigi toksinler ve lokositler
tarafindan olusturulan attk maddelerden kaynaklanabilmektedir. Perakut
mastitislerde ortaya ¢ikan septisemi ve toksemi tablosu sonucunda viicut 1sist
41°C’ye kadar artabilmektedir. Nabiz ve solunumda artig, rumen hareketlerinde
durma, bacaklarda 1s1 kayb1 bazen de inekte yan tarafa yatma vardir. Tedavi
edilmedigi durumda 6liimle sonuglanabilir. Akut mastitiste klinik belirtiler perakut
mastitise gére daha i1limhidir. Memedeki yangisal degisiklikler 12-24 saat icinde
sekillenir. Tedavide basar1 orani perakut forma goére daha yiiksektir. Subakut
mastitis ise siitte renk degisikligi ve pihtilasma ile karakterizedir. Memede asir1 bir
sisme ve genel durum bozuklugu yoktur. Belirtiler meme dokusu ile siirlidir.
Kronik mastitis olgularinda hayvanin genel durumunda bir degisiklik yoktur.
Memede agri, kizariklik ve 1s1 artist s6z konusu degildir. Ancak, meme
dokusundaki yikimlanmalara bagli olarak fibréz doku olugmasi sonucu memede

sertlesmeyle kendini gosterir. Siitte her zaman bariz bir degisiklik olmayabilir (9,

10, 11).



Subklinik mastitis, memenin inspeksiyonu ve palpasyonu ile kolayca tespit
edilebilen klinik bulgularin olmamasi nedeniyle teshis edilmesi zor bir mastitis
seklidir. Memede ve siitte gozle goriiliir deformasyonlar olusturmamakla birlikte
hastaligin seyrinin uzun olmasindan dolay1 daha fazla ekonomik kayba sebep
olmaktadir. Siit kayiplarinin yaklasik %70-80’inin subklinik mastitislerden
kaynaklandig1 bildirilmektedir (6, 11). Isletmelerde bu seklin, klinik mastitislere
oranla 20-40 kat daha fazla goriildiigii de bildirilmektedir (9). Subklinik mastitis
vakalarinda klinik bir bulgu olmadigindan dolay1 hastalig1 saptamak icin giivenilir
tan1 yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Subklinik mastitisin tanis1 genellikle
bakteriyolojik kiiltiiriin yani sira, siit SHS 6l¢timii, Kalifornia Mastitis Test (CMT),
pH ve elektrik iletkenligini belirleme yontemlerine dayanir (5, 12). Siitte SHS nin
200.000 hiicre/ml olmasi1 esik deger olarak kabul edilir. Eger siitte 200.000
hiicre/ml’den fazla SHS var ise subklinik mastitis olarak diistiniilmektedir (3, 9, 13,
14). Somatik hiicre sayis1 subklinik mastitisi tespit etmede kullanilan énemli bir
parametredir. Meme sagliginin izlenmesi, siit kalitesinin takip edilmesi ve hatta
siitiin litre fiyatimin belirlenmesinde de SHS onemli bir bilesendir. Ote yandan
sitteki SHS inegin 1rki, yasi, siklus donemi, laktasyon sayis1 ve donemi, viicut
kondisyon skoru, rasyon farkliligi ve diger hastaliklar gibi bir¢ok faktorden de
etkilenebilmektedir (15). Siitteki SHS’nin %751 nétrofil 16kositler ve %25°1 epitel
hiicrelerden olusmaktadir (16). Eritrositler ise mililitrede 200 adet kadar
bulunabilmektedir (15). Saglikli memede SHS nin biiyiik cogunlugunu makrofajlar
olusturmaktadir (17). Ancak, mastitis sekillendigi durumda memeye nétrofil gogii

olacagindan SHS’nin %90’lara varanini notrofil 16kositler olusturur (18).



Somatik hiicre sayist subklinik mastitis hakkinda 6nemli bilgi verse de daha
once bahsedilen faktorlerden dolay: kesin teshis yontemi degildir. Antikor temelli
teshis metodu olarak bilinen Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
mastitis i¢in teshis amagli kullanilmaktadir. ELISA yontemi ile mastitis
olgularindan sorumlu patojenler kolaylikla tespit edilebilmektedir (5). Giliniimiizde,
siitte bakteriyel patojenlerin tanimlanmasi i¢in mikrobiyolojik teshislerden
bagimsiz yontemlerin kullanimi daha yaygin hale gelmistir (19). Mastitis
etkenlerinin tanist i¢in izolasyon prosediirii atlanarak siit 6rneginden direkt
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi ile identifikasyona yonelik bir¢ok protokol
gelistirilmistir. Bunlar, konvensiyonel PCR, Quantitative PCR (QPCR), Loop-
Mediated Isothermal Amplification PCR (LAMP-PCR) gibi protokollerdir. Bu
protokoller tek bir etkenin belirlendigi simpleks ya da birden ¢ok etkenin tek
islemde belirlenmesine yarayan multipleks PCR’dir (20). Bireysel siit 6rneklerinde
veya tank siitlindeki patojene ait DNA'y1 tespit etmek i¢in ticari PCR’lar mevcuttur.
Tank siitinde PCR yontemi Streptococcus agalactiae gibi diisiik prevalansh
patojenin tespit edilmesine olanak saglamaktadir (21). Mastitisle iligkili patojenleri
identifiye etmek i¢in gelistirilmis olan, PathoProof (Thermo Fisher Scientific Ltd.,
Vantaa, Finlandia) ticari hale getirilmistir. Daha sonra da diger ticari kitler Mastit
4 (DNA Diagnostic, Risskov, Danimarka), Bactotype Mastitis HP3 PCR Kit
(QIAGEN Pty Ltd, Chadstone Centre, Victoria, Australia) ve Bovicheck
Mycoplasma bovis PCR kit (Biovet Inc. Quebec, Canada) gelistirilmistir (22).
Polimeraz zincir reaksiyon analizleri hiz, ama¢ ve sonuglarin otomatik olarak
yorumlanmasi ve bakteriyel tespitte artan hassasiyet dahil olmak {izere geleneksel

kiiltiir yontemlerine gore ¢esitli avantajlar saglamistir. Bu nedenle PCR, mastitis



tanilarinda geleneksel yontemlerin eksiklerini tamamlayacak bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir (23). Bakteriyolojik kiiltiirde negatif olan 6rneklerde dahi PCR
yontemi ile mastitis etkenleri tespit edilebilmektedir (24).

Gelisen teknoloji ile birlikte de son zamanlarda ortaya ¢ikan matrix-assisted
laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
mastitis sebebi olan bakterilerin identifikasyonunda yiiksek sensitivite ve spesifite
ile kullanim alan1 bulmustur (25, 26).

S1gir mastitisi pek ¢ok arastirmaya konu olmasina ve pek cok teshis yontemi
gelistirilmis olmasina ragmen, hala diinya capinda biiyiik bir sorun olarak siit
sigirciligr isletmelerini ekonomik olarak etkilemektedir. Cok fazla arastirmaya
konu olmasina ragmen, klinik mastitis olusumunda bir azalma mevcut olmasina
karsin  subklinik mastitis prevalansinda hemen hemen higbir azalma

kaydedilmemistir (27).

3.1.2. Etiyolojik Etkenlere Gore Simflandirma

Mastitisin bu kadar yaygin olmasmin nedenlerinden biri de mastitisin ¢ok
sayida etkeni olmasidir. Mastitisin etiyolojisine bakildiginda bakteri, viriis, maya
gibi bircok enfeksiydz ajanin yanmi sira fiziksel travmalar ve hayvana bagh
etkenlerin de mastitislerin olusmasinda etkili oldugu goriilmektedir (28, 29, 30).
Ancak, mastitisin olusmasinda en Onemli etkenler bakteriyel ajanlardir (31).
Mastitisin  bakteriyel etiyolojisi dikkate alindiginda, hastaligin kontagiyoz,
cevresel, firsatgr ve nonspesifik etkenler tarafindan olusturuldugu goriilmektedir
(10). Kontagiydoz etkenler arasinda Staphylococcus aureus, Streptococcus

agalactiae, Mycoplasma bovis ve Corynebacterium bovis yer alir. Kontagiyoz



etkenlerin yayilmasinda en 6nemli faktor mastitisli stitlerdir. Etkenler dogrudan ve
dolayl1 yollarla diger hayvanlara, buzagilara, siit sagim makinelerine, insanlara ve
cevreye yayilmaktadir. Kontagiy6z mastitis etkenleri daha ¢ok meme dokusunda
bulundugu i¢in bulagsmadaki kritik zaman sagim anidir. Hayvandan hayvana bulagin
en yogun oldugu donem sagimin yapildigr siiregtir (32). Koruma ve kontrol
noktasinda ise sagim sonrasi teat dipping, kuru donem tedavisi, iki veya ti¢
tedaviden sonra tedaviye cevap vermeyen hayvanlari siiriden g¢ikarma gibi
uygulamalar yapilmaktadir (33).

Cevresel etkenler arasinda ise Escherichia coli, Klepsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp yer almaktadir. Cevresel etkenler daha
cok altlik, giibre ve toprakta bulunmaktadir. Bulasma, bu alanlarda bulunan
etkenlerin ¢evreden inege ge¢mesi seklinde olmaktadir (10, 34). Cevresel
etkenlerden korumak i¢in; sagimdan Once meme baslarinin temizlenmesi,
dezenfekte edilmesi ve kurulanmasi, sagim Oncesi teat dipping uygulamak ve
ozellikle Escherichia coli’ye karsi gelistirilmis olan asilarin uygulanmasi yer
almaktadir (32).

Diger bir mastitis siiflandirma sekli de major, mindr ve diger mastitis
etkenleri olarak yapilmaktadir. Bu siniflandirmaya gére major patojenler olarak
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae ve
koliform bakteriler (Escherichia coli ve Klepsiella spp) sayilabilir. Mindr
patojenler ise Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus ve Corynebacterium bovis gibi etkenlerdir (35).

Mastitise neden olan etkenler arasinda ¢ogunlukla Streptokoklar (%5,43-

20,35), Enterobakteriler (%8,47) ve degisken oranlarda da koagiilaz negatif
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Stafilokoklar (KNS) (%2,86-58,15) yer almaktadir. Enterobakteriler arasinda da
Escherichia coli basi1 ¢ekmektedir. Ote yandan Staphylococcus aureus’un tek
basina mastitis vakalarinin %19,97-65,0'inden sorumlu oldugu da bildirilmektedir

(31, 36, 37).

3.1.2.1. Stafilokoklar

Staphylococcus spp si1gir mastitislerinden en ¢ok izole edilen etkenler olup
50’den fazla alt tiiri bulunmaktadir. Staphylococcus aureus tavsan plazmasini
koagiile ettigi icin koagiilaz pozitif sinifinda yer alirken, diger stafilokok tiirleri
tavsan plazmasini koagiile etmemesi nedeniyle KNS olarak adlandirilir (10).
Yapilan ¢alismalarda mastitisli inek siitii 6rneklerinde oldukca fazla KNS alt tiirti
tammlanmistir (38, 39). Bunlar arasinda; Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus hyicus ve
Staphylococcus epidermidis gibi siklikla izole edilen tiirler yer alir. Koagiilaz
negatif Stafilokok kaynakli mastitis vakalarinda siit verimindeki azalma ve SHS
diizeyindeki artis bakteri farkliligindan dolay1 6nemli bir fark olusturmamaktadir.
Bu yiizden mastitis vakalarinda 6zel bir neden yok ise tiir identifikasyonu
yapilmadan sadece KNS olarak tanimlanirlar. Bu etkenler genellikle subklinik
mastitise neden olurlar (40, 41).

Staphylococcus aureus mikroskobik olarak kok seklinde 0,5-1,5 um
capinda tek tek veya diizensiz kiimeler tarzinda goriiliir. Gram pozitif, hareketsiz,
sporsuz, fakiiltatif anaerob bakteriler olup spor olusturmazlar. Kiiltiir ortaminda ¢cok
hizli iirerler. Uremeleri i¢in temel besi yerleri yeterlidir. Kat1 ve s1v1 besi yerlerinde

bir gecelik inkiibasyonlarda yogun olarak iirerler. Kat1 besi yerlerinde koloniler
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olustururlar ve kolonilerin ¢api iki ile dort mm kadardir. Koloniler S tipli, kenarlar1
diizgiin, yuvarlak ve parlak goriiniimliidiir. S1v1 besi yerinde ise homojen bulaniklik
yaparak trerler ve iireme siiresi arttikga bulaniklik artar ve dipte tortu olusur.
Staphylococcus aureus pigmentlerinin suda ¢oziinememesi nedeniyle kat1 ortamda
pigmentli olan kolonilerin buyyonda iiretilmesi sonrasinda pigment olusumu
goriilmez (42, 43).

Staphylococcus aureus subklinik ve kronik sigir mastitisinde izole edilen ve
stit sigirt igletmeleri icin 6nemli major bir patojendir (44, 45). Sigir mastitis
etiyolojisinde %60-70’e kadar sorumludur. Staphylococcus aureus’un primer
bulunma alan1 meme bezidir. Etken ayn1 zamanda meme derisi yiizeyinde, vulvada,
sagimci elinde, sagim makinalarinda ve ¢evresel alanlarda da bulunabilir. Etkenin
meme bezine girmedeki tek yolu meme basi kanalidir ve primer risk donemi sagim
zamanidir (33, 46).

Staphylococcus aureus kontagiy6z mastitis etkenleri arasinda en sik goriilen
patojendir. Neredeyse biitiin siiriilerin Staphylococcus aureus ile enfekte olmus en
az bir inege sahip oldugu belirtilmektedir (34). Staphylococcus aureus tim
Diinya’da siit sigir1 isletmelerinde yaygmligini korumaktadir (47). Etkenin hedef
noktas1 meme alveolleridir. Kan-siit bariyerinde mikroapseler seklinde kolonize
olmaktadir. Bu bolgelerde sekillenen hasar sonrasi alveoler dokunun yapis1 bozulur
ve alami sikatriks dokusu doldurur. Staphylococcus aureus, klinik ve subklinik
mastitise neden olmaktadir. Subklinik sekli en ¢ok goriilen formdur. Subklinik form
stirti iginde ¢ok hizli yayilim géstermektedir. Ekonomik olarak isletmede ¢ok ciddi
kayiplara yol agmaktadir. Subklinik formlarin zamanla kronik hale gegmesiyle

memede farkl biiyiikliiklerde fibrotik alanlar goriilebilir. Staphylococcus aureus
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mastitislerinde perakut form pek goriilmez, ancak sekillendigi durumlarda hayvanin
6liimiine neden olmaktadir (10, 48). Ayrica, hiicre zarina zarar veren toksinler de
tiretebilir (31).

Son yillarda, diren¢ kazanan Staphylococcus aureus formu olan Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 6nemli bir sorun haline gelmistir (49).
Onceleri domuz isletmelerinde 6nemli olmasma ragmen, giiniimiizde sigir
isletmelerinde mastitis etkeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir (44). Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus mastitis etkeni olarak son yillarda, Almanya (50),
Polonya (51), Belgika (52), Cin (53), Kore (54), Tunus (55) ve Tiirkiye’de (56)
mastitis sebebi olarak tespit edilmistir. Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus'un neden oldugu mastitis enfeksiyon prevalansi diisiik olsa da MRSA'nin
stiriler arasinda yayilmasi hayvan ticareti ile miimkiindiir. Siirii i¢cinde yayilmasi
ise sagimci elleriyle ve sagim ekipmanlari ile sigirdan sigira bulasmasi ile
olmaktadir (57). Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus sadece mastitisli
memede bulunup hayvani etkilemez, kesimhanelerde MRS A mastitisli hayvanlarin
kesilmesiyle karkaslarinda kontamine olma ihtimali vardir. Ayrica, MRSA’ya bagh

mastitisli siit ve siit iiriinleri halk sagligini ciddi sekilde tehdit etmektedir (58, 59).

3.1.2.2. Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae, Gram-pozitif, fakiiltatif, katalaz negatif, spor
olusturmayan, hareketsiz bakteridir. Streptococcus agalactiae kiiresel ile oval
sekilli hiicrelere sahip olup ¢aplar1 yaklasik bir pm'dir. Boliinme ¢iftler ve zincirler
iireten bir diizlem {izerinde gergeklesir (60). Ust solunum yolu, agiz ve genital

kanalda yaygin olarak bulunmaktadir. Organik materyal iceren ortamlarda yagam
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siireleri olduk¢a uzun olmasina ragmen, c¢evresel kosullara olduk¢a duyarhdir ve
canliligimi kolaylikla kaybeder. Sagim hijyeni i¢in kullanilan kimyasallara olduk¢a
duyarhdir. Kurumus irin i¢inde, toprakta, altlikta, gidalarda, sagim sistemlerinde ve
stit kaplarinda haftalarca yasayabilir (10). Ancak, yasamini siirdiirebilmesi igin
meme dokusu ve siit gereklidir. Inekten inege bulasmada siit, sagimcinin elleri veya
sagim sistemi ekipmanlari rol oynar. Temel enfeksiyon kaynagi ise isletmeye alinan
yeni hayvanlardir. Yiiksek oranda bulasici olan Streptococcus agalactiae meme
dokusunda yer alan kanal sistemine yerlesir ve yangiya neden olur. Enfeksiyonun
kalic1 hale gegtigi durumlarda ise sekretorik hiicreler hedef alinir ve bu dokularda
hasara neden olur. Etken biiyiik ¢ogunlukla subklinik mastitise neden olur. Somatik
hiicre sayis1 1.000.000 hiicre/ml’nin iizerine ¢ikmaktadir (9, 10, 60). Djabri ve ark.
(35) tarafindan yapilan bir meta analiz ¢aligmasinda ise bu rakam ortalama 875.000

hiicre/ml olarak belirtilmistir.

3.1.2.3. Escherichia coli

Escherichia coli, Gram-negatif, aside duyarli, spor olusturmayan, 0,6x3,0
um ebatlarinda comak sekilli bir bakteridir. Ureme siiresi ve iireme periyodunda
mikroorganizmalarin sayisi isiya baghdir. Nutrient agarda 37 °C’de 24 saat
inkiibasyon sonras1 diizgiin, kii¢iikk, konveks ve renksiz koloniler olusturur.
MacConkey agarda parlak pembe, Eosin Methylen-Blue Lactose Sucrose (EMB)
agarda, koyu yesil-siyah metalik parildamali koloniler olusturur. Koloniler
cogunlukla bir veya li¢c mm ¢apinda ve graniiler yapida goriiliir. Kanli agarda
hemoliz yapma 6zelligi yaygindir. Escherichia coli sivi besi yerlerinde kisa siirede

bulaniklik olusturmaktadir (61, 62).
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Escherichia coli, i¢ sitoplazmik zar, peptidoglikan tabakasi ve dis zardan
olusan bir hiicre zarina sahiptir. I¢ sitoplazmik zar icindeki enzimler, peptidoglikan
tabakasinin, fosfolipit protein tabakasinin ve lipopolisakkarit (LPS) tabakasinin
temel kimyasal birimlerini sentezler. Peptidoglikan tabakasi, bakteriye sekil
vererek bakterinin seklini korumaktadir. Dis hiicre zar1 ise fosfolipitler, membran
proteinleri ve LPS igerir. Lipopolisakkarit lipid-A, LPS ¢ekirdegi ve O-antijenleri
olarak adlandirilan polisakkarit {initelerini icermektedir. Lipit-A, LPS’nin lipofilik
i¢ kismidir, bu yap1 LPS’nin endotoksin olarak da bilinen toksik etkilerine sebep
oldugu yapidir (61, 63). Hiicre duvarinda ¢ikint1 yapan fimbriyalara sahip olabilir.
Ayrica, baz1 suglarda kapsiil denilen kalin bir polisakkarit tabakasi
bulunabilmektedir. Kapsiil hiicrenin disinda ek bir koruyucu tabaka olarak gorev
yapmaktadir, viicudun savunma mekanizmalarinin bakteriyi tanimasin1 ve imha
etmesini engellemektedir. Escherichia coli suslar1 genel olarak somatik (O),
flagellar (H), kapsiiler (K) ve fimbriyal (F) antijeni bulundurur ve serolojik olarak
boyle tanimlanmaktadir (62, 63). Somatik antijen dis hiicre zarin1 olusturan LPS
yapisindadir. Isitya direncli ylizey antijeni olarak bilinir. Bes ya da daha fazla
sayidaki polisakkaritten olusmaktadir. Giinlimiizde 180’den fazla O antijeni izole
edilmistir. Kapsiiler antijen depolisakkarit (N-asetil neuramik asit) yapidadir.
Altmis farkli K antijeni oldugu belirtilmektedir. Flagellar antijenleri flagellanin bir
pargasi olup bu nedenle hareketli Escherichia coli suslarinda bulunur. Cevreden ilk
izole edilen Escherichia coli suslarinin ¢ogu hareketsizdir veya kismen hareketlidir.
Bu nedenden dolayr H antijenine bagli serotiplendirme giivenilir degildir.
Gilinimiizde 56 adet H antijenin varligindan bahsedilmektedir. Fimbriyal antijenler,

proteinéz molekiiler yapilar tespit edilmeden once K antijenleri olarak
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bilinmekteydi. Ancak, kendi yapilarinin ortaya konmasiyla K antijen grubundan
farkl1 olarak degerlendirilmektedir. Fimbriyal antijen tek tek suslarin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir (63).

Escherichia coli, mastitisli siitlerden izole edilmis ve 1960’11 yillardan
itibaren s1gir mastitislerine neden olan etkenler arasinda ilk siralara yerlesmistir.
Cogunlukla kuru donemde, erken laktasyon veya dogum esnasinda mastitise neden
olmaktadir. Bazen ciddi derecede sistemik semptomlara neden oldugu gibi lokal
olarak da sadece memede yangisal reaksiyon olusturabilir. Escherichia coli
kaynakli mastitis vakalarinda, ates ile eszamanli sepsis gibi ciddi sistemik klinik
belirtiler ortaya cikmaktadir. Ote yandan Escherichia coli ile enfeksiyon
durumunda subklinik ve persiste vakalar da goriilmektedir (64, 65, 66, 67, 68).

Kuru doénemde ¢ig siitte bulunan, demir elementini baglama ve
antibakteriyel 6zelligi olan laktoferrinin artmis diizeyi enfeksiyonlara karsi en etkili
inhibitor faktorlerden biridir. Bu etkisini koliformlarin biiyiimesi i¢in gerekli demiri
baglayarak gergeklestirir. Ancak, laktasyonun ilk donemlerinde siitte laktoferrin
diizeyi azaldig1 i¢in bu etki azalmaktadir. Bundan dolay1 kuru donemin ortasinda
stitgii inekler klinik Escherichia coli mastitisine karsi oldukga direnglidir.
Enfeksiyon, konak savunmasi ile ortadan kaldirilabilmektedir. Ancak, kuru
donemin erken ve son donemlerinde duyarlili§in artmasina bagl olarak bu etkene
bagli mastitis goriilme olasiligi1 da artmaktadir (69, 70).

Siit ineklerinde Escherichia coli meme i¢i enfeksiyonlarin ¢ogunlugunda 10
giin veya daha kisa siirede gecici enfeksiyonlara neden olur. Ancak, daha kalici
enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. Uzun siiren enfeksiyonlarin iki ay veya daha

uzun siire devam ettigi bildirilmektedir. Escherichia coli, meme i¢i enfeksiyonda
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klinik olarak siddetli bir yang1 olusturur, bundan dolay1 inekler i¢in oldukga zararl

bir patojendir ve oliimciil olabilmektedir (71).

3.2. Siitiin Bilesenleri ve Mastitisle Iliskisi

Siit, besin degeri yiiksek benzersiz bir biyolojik sividir. Siit iirlinlerinin
kalitesi biiylik Olglide ¢ig siitiin bilesimine baglidir. Bu nedenle, ¢ig siitiin
bilesimindeki degisiklikler siit tireticileri i¢in biiylik 6nem tasimaktadir (72). Siit
verim diizeyi, elde edilen siitiin bilesimi ve kalitesi siit sigir1 isletmelerinde karliligi
etkileyen onemli faktorlerdir. Siit bilesimi, toplam bakteri yiikii ve SHS meme
sagligin1 ve ayrica siitliin kalitesini belirlemede giivenilir bir Olgiit olarak
kullanilmaktadir. Dogrudan siit satis noktalarindan alinan siit numunelerindeki
ortalama toplam aerobik bakteri sayilart 9,2x10* ile 3,6x107 cfu/ml arasinda
degismektedir. Satilabilir siit 5rneklerinde Escherichia coli igin 5,0x10° ile 1,1x10?
cfu/ml, Enterobacteriaceae igin 6,4x10* ile 1,7x10° cfu/ml ve Staphylococcus spp
bakterileri 1,6x10° ile 5,1x10* cfu/ml olarak belirtiimektedir. Inek siitii
orneklerinde tespit edilen bu bakterilerin varlig siit verimi ve kalitesini bozmakta
ve ayrica insan sagligini da onemli 6lglide tehdit etmektedir (73, 74, 75). Siit verimi
ve bilesimi genetik ve genetik olmayan birgok faktorden etkilenebilir (76). Yag,
yagsiz kuru madde, protein, laktoz ve minerallerden olusan siit bilesimi hayvanin
1rk1, besleme, mevsim, laktasyon donemi ve sayist gibi bircok faktore bagl olarak
degisim gostermektedir (77, 78). Siit proteini ve yag1 rasyondaki degisimlerden en
fazla etkilenen siit bilesenlerindendir. Bu bilesenlerdeki anormallikler rasyon
diizenlenmesi ile diizeltilebilir. Fakat siitiin laktoz ve mineral bilesenleri rasyon

degisikliklerinden fazla etkilenmezler. Siit yagi ve protein oraninin c¢evre
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sicakligindan da olumsuz etkilendigi bildirilmektedir. Bu nedenle beslenme siit
bileseni ve siit kalitesini etkileyen énemli faktorlerden biridir (78, 79). Ancak, siit
verimi ve bilesimini etkileyen en 6nemli faktér mastitis sekillenmesidir. Mastitis
olustugu durumlarda memede yangisal degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum
siit SHS’nda artisa neden olmaktadir. Somatik hiicre sayisindaki artisa basta
notrofiller olmak {izere makrofajlar ve lenfositler neden olmaktadir. Somatik hiicre
sayisinin yliksek oldugu subklinik mastitisli siit, siit proteini, siit yagi, yagsiz kuru
madde, laktoz ve mineral maddelerdeki degisikliklerle kendini gostermektedir (15,
80, 81). Yiiksek SHS, plazmin gibi proteinazlarin daha yiiksek enzimatik
aktivitesine, meme bezinin daha diisiik sentez yetenegine ve damar epitel
hiicrelerindeki gegirgenligin artmasina neden olabilir. Proteolitik enzimler ve
mastitisli siitlin bilesimindeki degisikliklerden dolay1 elde edilen siit ve siit
tirtinlerinde kalite azalmaktadir (82, 83, 84). Siit SHS’ndaki belirgin artis meme
sagligindaki sorunlar, siit kalitesi, liretimi ve bilesimiyle yakindan iligkilidir. Siit
SHS’n1 mastitisin yani sira, irk, yas, laktasyon sayisi ve donemi (15, 85, 86), meme
ve meme bas1 anatomisi (87), sagim sikligi, mevsim (88, 89), sagim hijyeni (90) ve
sagim yapan c¢alisanlarin egitim diizeyi ve bu konular iizerine almis olduklari
egitimler (91, 92) gibi diger faktorlerde etkileyebilmektedir.

Mastitis sirasinda siit ve memede sekillenen degisiklikler, inflamatuvar
siire¢ ve siit sentezinden sorumlu epitel hiicrelerin hasar gormesinin yani sira
mikroorganizmalarin enzimatik etkisine bagli olarak damar gegirgenligindeki
degisimlerle iliskilidir (93, 94). Damar gegirgenligindeki bu degisimlere bagl
olarak siitiin yapisinda bulunan iyonlarda da oranlar degismektedir. Sodyum (Na*)

ve klor (CI) iyon diizeyleri siitte artarken, potasyum (K*) iyonu azalmaktadir. Iyon
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diizeylerindeki bu degisimler sonucu siitiin elektrik iletkenligi de degismektedir.
Mastitis gelistigi durumlarda siitte artan Na* ve CI iyonlar1 sonucu siitiin elektrik
iletkenligi artmaktadir. Siitiin elektrik iletkenligindeki artis meme sagliginin
takibinde, siit kalitesinin degerlendirilmesinde ve subklinik mastitisin teshisinde
kullanilmaktadir (93, 95, 96, 97).

Mastitise neden olan bakteri tiirline gore siitiin bileseni, siitiin elektrik
iletkenligi ve dansitesinde degisiklikler meydana gelebilmektedir. Ancak, bu
konuda standart bir degisim s6z konusu degildir. Zira yapilan ¢alismalarda ayni
bakterinin bile siit bilesenlerine farkli etkiler yapabilecegi gosterilmistir (95, 98,
99). Malek dos Reis ve ark. (86) tarafindan yapilan ¢alismada, Staphylococcus
aureus’nun neden oldugu mastitisli siitlerde yagsiz kuru madde ve protein oraninin
azaldig1 belirtilirken, Coulon ve ark. (98) tarafindan Staphylococcus aureus
kaynakli mastitislerde yapilan arastirmada proteinin yiiksek, laktozun diisiik oranda
bulundugu bildirilmektedir. Somatik hiicre sayisindaki ve bilesenlerdeki bu farklar
degerlendirirken irk, mevsim, laktasyon sayist ve donemi gibi farkliliklar da goz

oniinde tutulmalidir (86, 94).

3.3. Meme Savunma Sistemi ve Sitokinler

Mastitis olusumundan sorumlu major mikroorganizmalarin disinda 150’ye
yakin daha etken oldugu bilinmektedir. Bu kadar ¢ok mikroorganizmadan
korunmak i¢in de hayvanda sekillenmis ve gelismekte olan bir takim olaylar zinciri
mevcuttur. Basta dogal (innate) bagisiklik siteminin pargasi olan, memenin
anatomik yapisinda bulunan meme derisi, meme basi sfinkteri, meme basi keratini

ve Fiirstenberg rozeti meme savunmasinda onemli rol oynamaktadir (9, 10).
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Ayrica, fagositozda gérevli notrofil 16kositler, makrofajlar ve natural killer (NK)
hiicreleri de bu sistemin énemli bir pargasidir (100). Yine dogal bagisikligin pargasi
olan kimyasal savunma bilesenleri i¢inde yer alan laktoferrin, transferrin, lizozim
(N-acetylmuramyl hydrolase) ve laktoperoksidaz-tiyosiyanat-H.O, sistemi de
oldukg¢a 6nemlidir (101).

Dogal bagisikligin  Gtesinde kazanilmis (adaptive-spesifik) bagisiklik
sistemi de memenin immiin savunmasinda dnemli rol oynar. Kazanilmis bagisiklik
T ve B lenfositler tarafindan olusturulur. Lenfositler kemik iligindeki hematopoetik
kok hiicrelerinden koken alir. T lenfositler kan yoluyla timus bezine gelerek
gelisimlerini devam ettirirler. B lenfositlerin ise gelisimi kemik iliginde devam eder
ve tamamlanir (102).

Lenfositler, morfolojik olarak birbirine ¢cok benzemelerine ragmen, islevsel
ve fenotip olarak birbirinden tamamen ayridir. Bundan dolay1 farkli biyolojik yanit
ve aktivitelerde gorev alirlar. Gliniimiizde bu hiicreler, monoklonal antikor panelleri
kullanilarak birbirinden ayirt edilebilmektedirler. Bu hiicrelerin yiizeyinde bulunan
proteinlerin standart adlandirilmas1 “CD” (Cluster of Differentiation-Yiizey
farklilasma antijenleri) ile sayisal olarak tanimlanmaktadir (102).

T lenfositler; af-T lenfositler ve yo-T lenfositler olarak ikiye ayrilir. y56-T
lenfositleri CDS8 (sitotoksik lenfositler), ap-T lenfositleri CD4 (yardimci/helper
lenfositler, Th) olarak tanimlanir. Yardimci T lenfositler ise farkli sitokin tiirleri
tireten ve dolayisiyla farkli gérevleri olan Thy, Thy, Thi7 ve Treg (diizenleyici) gibi
alt hiicre tiplerine farklilagmaktadir (103).

Mastitiste dogal ve kazanilmis bagisiklik yapilart disinda yer alan ancak

dogal ve kazanilmis bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasinda, aktivasyon ve
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inaktivasyonunda 6nemli rol oynayan sitokinler vardir (104). Sitokinlerin mastitis
patofizyolojisi 1lizerine etkisi oldugu bilinmektedir. Meme i¢i bakteriyel
enfeksiyonlarin gelisimi siiresince ve memenin savunma sisteminde sitokinler
onemli rol oynamaktadir (103). Sitokin, cyto (hiicre) ve kinos (hareket)
kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusan ve polipeptit, protein ¢ogunlukla da
glikoprotein yapisindaki molekiilleri tanimlayan genel bir terimdir. Gliniimiizde
cok sayida sitokin tanimlanmistir. Sitokinler, hiicreler arasinda iletisimi saglamak
amaci ile viicudun birg¢ok hiicresi tarafindan tiretilen ve salinan kiigiik (5-25 kDa)
protein yapisinda molekiillerdir (104, 105). Fonksiyonlarina, koken aldiklar1 ve etki
ettikleri hiicrelere gore interferon (IFN), interlokin (IL), kemokin, growth factor ve
Colony Situmuling Factor (CSF) olarak smiflandirilmaktadir (104). Sitokinler
etkilerini otokrin (sitokinin kendi salgilandigi hiicresine etki etmesi), parakrin
(salgilanan sitokinin yanindaki komsu hiicreyi etkilemesi) ve endokrin (sitokinin
kan yoluyla tasmarak viicudun baska bir yerindeki hiicreye etki etmesi) olarak
gosterirler. Sitokinlerin etkisini gostermeleri tek basina oldugu gibi birbiriyle
baglantili olarak da ger¢eklesmektedir. Sitokinlerin, pleiotropi (bir sitokinin farkli
hiicrelerde farkli etkilerinin olmasi), redundant (farkli sitokinlerin ayni hiicrede
ayni etki gdstermesi), sinerjik (farkli sitokinlerin birbirlerinin etkisini artirmasi),
antagonistik (bir sitokinin baska bir sitokinin etkisini engellemesi) ve kaskat
uyarimi (bir sitokinin zincirleme seklinde baska bir sitokinin {iretimini uyarmasi)
gibi 6zellikleri vardir (106).

Interlokin-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, tiimér nekroz faktor (TNF)-a ve IFN-
vy gibi sitokinler mastitis sirasinda gelisen akut faz reaksiyonlarinda gorev

almaktadir (103). Yardimci T lenfositlerin irettigi sitokinler farklilik
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gostermektedir. Thi hiicrelerinin lirettigi sitokinler arasinda IFN-y, IL-2, TNF-a yer
alirken, Thy hiicreleri ise IL-4, IL-5, IL-10 gibi sitokinleri salgilarlar (107, 108).
Thy hiicreleri salgiladiklar: sitokinlerle hiicresel immiin yanit1 gliglendirirken, Thy
hiicrelerini baskilar. Thy hiicreleri ise salgiladiklar1 sitokinlerle B lenfositleri aktive
ederken, Thy hiicrelerini baskilamaktadir (109, 110).

Genel olarak bakildiginda ise Thi hiicrelerinden salgilanan sitokinler

hiicresel, Thy hiicrelerinden salgilanan sitokinler ise hiimoral immiin yanitta goérev

almaktadir (111).

3.3.1. Interferon Gamma (IF-y)

Interferonlar kesfedilen ilk sitokin grubudur. Ilk olarak, viral enfeksiyonlar
icin antiviral amagcli, dolayisiyla patojenin yayilmasini Onleyici olarak tespit
edilmistir. Interferonlar Tip I, Tip II ve Tip III olarak ii¢ sinifa ayrilir. Tip I
IFN’larin baslica IFN-alfa (a), IFN-beta (B), IFN-epsilon (¢), [FN-kappa (k) ve
IFN-omega () cesitleri vardir. Tip II IFN’larin bilinen tek tiyesi IFN-(y)’dir. Tip
I IFN’nun da antiviral ve immiinmodiilator gérevleri oldugu bilinmektedir (104,
112).

Interferon- y viicutta birgok hiicre tarafindan iiretilmelerine ragmen, baslica
tiretildigi hiicreler Thy, CD8+ T hiicre ve NK hiicreleri olarak bilinmektedir.
IFNGR1, IFNGR2 reseptorii tasiyan hiicrelere baglanarak etkilerini
gostermektedirler. Interferon-y nin tip I IFN gibi dogrudan antiviral etkiye sahip bir
ozelligi yoktur. Ancak, hiicresel immiin yanit sirasinda Onemli diizenleyici
fonksiyonlart oldugu bildirilmektedir (105, 112). Escherichia coli ve

Staphylococcus aureus ile enfekte memelerden elde edilen siitlerde IFN-y

22



diizeyinin arttig1 bildirilmektedir (113, 114). Dogal olarak sekillenmis mastitisin
(115), yam1 sira Staphylococcus aureus, Escherichia coli (116), Streptococcus
uberis (117), Mycoplasma bovis (118), Klebsiella pneumoniae (119) gibi
patojenlerle deneysel olusturulan mastitisli siitlerde de IFN-y diizeyinde artis

oldugu bildirilmektedir.

3.3.2. interlokin-2

Interlokin-2, T hiicreler icin bir biliylime faktorii olarak ifade edilmesine
karsin daha sonradan farkli birgok hematopoetik hiicrenin biiyiimesine yardimci
oldugu da tespit edilmistir (104). Bu sitokinin en 6nemli fonksiyonu; yardimct ve
sitotoksik T lenfositlerin, B ve NK hiicrelerinin degisim ve gelisimini saglamaktir.
Th1’1 uyarmasi makrofaj aktivasyonunu; Th2 hiicrelerini uyarmasi ise antikor
sentezlenmesine yardimci olur (105). Interlokin-2, Thl hiicreler tarafindan
salgilanan en 6nemli sitokinlerden biridir ve hiicre ici patojenlere karsi hiicresel
bagisikligin uyarilmasinda 6nemli fonksiyonu vardir (69). Dogumdan sonra
supramammar lenf yumrusuna tek doz seklinde IL-2 uygulamasindan sonra siitte
16kosit ve epitel hiicre aktivitesinde bir artis gézlendigi (120), in vitro yapilan bir
caligmada, IL-2 uygulanan meme loblarindan elde edilen siitten izole edilen
notrofillerin - Staphylococcus aureus'a karsi fagositik 6zelliginin daha yiiksek

oldugu belirtilmektedir (121).

3.3.3. Tiimér Nekroz Faktor (TNF)

Tiimor nekroz faktor’tin, TNF-a ve TNF-f olarak bilinen iki formu vardir.
Timor nekroz faktdr-a ¢ogunlukla makrofajlardan salgilanirken, TNF-$ ise T

hiicrelerinden salgilanmaktadir. Bu iki sitokinin etki spektrumu hemen hemen
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birbirine benzerlik gostermektedir. Timor hiicrelerinin ve viriisle enfekte
hiicrelerin apoptozis yoluyla 6liimiinii saglar. Sistemik olarak pirojen etki gosterir
ve yiiksek atese neden olur. Ayrica, bu sitokinler tarafindan asir1 uyarim sonucu
siddetli doku tahribat1 gozlenir, hatta sok bile gelisebilir (105). Diger bakteriyel
kaynakli hastaliklarda oldugu gibi, si@ir mastitisi sirasinda da TNF-a
iiretilmektedir. Meme i¢i enfeksiyon sonras1t TNF-a yiiksek diizeylere ulagsmaktadir.
Bundan dolay1 hem siit hem de kanda tespit edilmektedir. Normalde TNF-a saglikli
meme lobundan elde edilen siitte bulunmamaktadir. Yapilan deneysel bir calismada
(113), diisiik yogunlukta Escherichia coli ile olusturulan meme i¢i enfeksiyonda,
18 saat i¢inde siitte TNF-a diizeyinin arttigi bildirilmektedir. Ote yandan dogal
olarak gelisen Escherichia coli’ye baghh meme i¢i enfeksiyonda da siit TNF-a
diizeyinde belirgin bir artis oldugu belirtilmektedir (122). Mastitisin
semptomlarindaki siddetin artmasiyla, siit TNF diizeyi arasinda pozitif bir

korelasyon oldugu da bildirilmektedir (123).

3.3.4. interlokin-4

Interlokin-4 esas olarak aktive olmus T lenfositler (Th, (CD4) ve sitotoksik
(CDS)) tarafindan salgilanir. B lenfositlerin biliylime ve gelismesine, IgM ve
IgD’den, IgE ve IgGi’e doniismesini saglar. Ayrica, hiimoral bagisiklig
diizenleyen Thy tip bagisiklik sisteminin gelismesini desteklemekte; interferon-y ve
Transforming Growth Factor-B‘nin  (TGF-B) gelisimini baskilamaktadir.
Monositlerden salgilanan TNF-a, IL-1B, IL-12 ve IL-10 gibi sitokinler ile
makrofajlar tarafindan salgilanan IL-1f, IL-12’nin in vitro olarak dogrudan

baskilanmasinda IL-4"{in rolii oldugu bilinmektedir (104). Bochniarz ve ark. (124)
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yaptig1 bir ¢alismada, IL-4’tin mastitisli memeden elde edilen siitte saglikli siitlere
oranla daha diisiik oldugunu bildirilmistir. Bu oOzelliginden dolayr IL-4’{in

antiinflamatuvar bir sitokin oldugu ileri siiriilmektedir (104).

3.3.5. interlokin-5

Interlokin-5 genel olarak Thy hiicrelerinde {iretilmektedir. Interldkin-5,
eozinofilleri kontrol eden en giiglii sitokindir. Eozinofillerin gelisimi, biiyiimesi,
olgunlagmas1 ve aktivasyonunda onemli rol almaktadir. B lenfositlerden IgA

iiretimine katki saglamaktadir. Bundan dolayr da hiimoral yanitta gorev aldigi

bilinmektedir (102).

3.3.6. interlokin-10

Interlokin-10, T lenfosit, NK ve makrofaj fonksiyonlar1 yani sira yangiy1
diizenleyen antiiflamatuvar bir sitokindir (103). Baslica kaynagi, Thl hiicre
fonksiyonlarni engelleyen Th2 hiicrelerdir (125). Makrofaj ve B hiicreler
tarafindan da iiretilebilir. interlokin-10; IL-1, I1L-6, IL-8, TNF-a ve IL-12’nin
sentezini Onler. Bu Ozelliginden dolayr sitokin sentez inhibitorii olarak da
bilinmektedir (105). Meme dokusunda immiin yanitta en iyi incelenmis
antiinflamatuvar interlokinlerden biri IL-10'dur. Bu sitokinin, sitokin sentez
inhibisyonu ve MHC-II kompleksini azaltict etkisi olmak iizere iki biiyiik
fonksiyona sahip oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, IL-10 aym1 zamanda
antijenlerin alinmasi, T ve B lenfositlerin farklilasmasi ve fonksiyonlar1 ile de
ilgilidir. Escherichia coli enfeksiyonundan sonra siitteki IL-10 diizeyinde belirgin
bir artis gbzlenirken Streptococcus uberis enfeksiyonunda gecikmis bir yanit

olusmaktadir. Staphylococcus aureus’a bagli meme i¢i enfeksiyonlarda IL-10
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tiretiminde 6nemli derecede bir artis tespit edilememistir (113). Bu durum, saglikli
ineklere kiyasla KNS’lara bagli subklinik mastitisli ineklerin hem kan serumunda
hem de siitiinde IL-10 diizeylerinin daha diisiik oldugunu gosteren baska bir
calismayla da desteklenmektedir (124).

Stit SHS diizeyinin degismesine bagli olarak sitokin diizeyinde de degisim
s6z konusudur. Escherichia coli ile olusturulan deneysel mastitislerde SHS’nin
artmasina paralel olarak ilk 18 saatte TNF-a diizeyinde artis goriildiigii, bu saatten
sonra SHS artmasina ragmen, TNF-a diizeyinde azalma oldugu, IL-1p diizeyindeki
artisin ise TNF-o’nin artmaya baslamasindan sonra sekillenmeye basladigi
bildirilmektedir (113). Riollet ve ark. (126) Staphylococcus aureus’un neden
oldugu mastitislerde I1L-8, TNF-a ve IL-1B’nin SHS degisimi ile arasinda bir iligki
belirleyememislerdir. Yapilan bagka ¢aligmalarda da, farkli bakteri tiiriiniin sebep
oldugu mastitis vakalarinda SHS diizeyinin degigsmesine bagli olarak siitteki TNF-
a, IL-1B, IL-8, IFN-y, IL-12 ve IL-10 diizeylerinde degisimlerin olabilecegi ileri
stirilmektedir (116, 117, 119, 126, 127).

Gegmiste yapilan caligmalara bakildiginda, mastitis gelisti§i durumlarda
Th1 ve Thasitokinlerinin tek tek veya birkaginin ayni anda arastirildigi ¢alismalarin
oldugu goriilmektedir. Bu tezde ise subklinik mastitise neden olan en 6nemli ii¢
bakteri (Escherichia coli, Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus aureus)
tiirline gore siitteki Thy ve Thy lenfositlerinden iiretilen sitokin gruplari olarak ayri
ayri degerlendirilmesi hedeflendi. Bdylece Thy/Th, sitokin dengesinin
polarizasyonu belirlenerek, bakteri tiiriniin enfeksiyonun seyrini hangi yonde
degistirdigi ve hiimoral yanita m1 yoksa hiicresel yanita mi1 kaydiginin belirlenmesi

amaclandi. Sunulan tezde ayrica subklinik mastitise sebep olan bakteri tiirlerine
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gore siitteki SHS, dansite, elektrik iletkenligi ve siitlin bilesimindeki (yag, yagsiz
kuru madde, protein, laktoz ve mineral madde) degisiklikler tespit edilerek
aralarindaki korelasyonlarin da ortaya konmasi hedeflendi. Bu sekilde subklinik
mastitisli inek siitlerindeki SHS nin sitokin diizeyleri ve siitlin bilesimi tizerindeki
etkileri belirlenerek siitteki immiin degisikliklerin siit kalitesine olan etkilerinin
ortaya konmasi amaglandi. Bdylece, bu parametreler arasindaki iliskiler
belirlenerek ineklerde subklinik mastitislerin teshisi, patogenezisi, prognozu,

koruma-kontrolii ve tedavisi i¢in yeni hipotezlerin gelistirilmesi amaglandi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec

4.1.1. Calisma Bolgesi ve Popiilasyon Sayisi

Tez c¢alismasi igin, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 31.10.2018 tarih, 2018/98 protokol ve 175 karar numaral etik kurul
raporu alindi. Elazig ilinde bulunan siit sigir1 isletmelerinden Firat Universitesi
Hayvan Hastanesi’ne 01.11.2019-30.01.2020 tarihleri arasinda muayene i¢in
getirilen inekler arasindan klinik a¢idan saglikli, farkli irklardan, 3-5 yas arasi, 450-
500 kg agirliginda, viicut kondisyon skorlar1 3,5-3,8 arasinda degisen, giinde iki
defa sagim yapilan ve giinliik 10-25 It (ort=14,54 It) siit verimine sahip inekler
(n=180) calismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen ineklerde birérnekliligi
saglamak icin laktasyon sayisi (ikinci ve tiglincii laktasyonda olanlar), laktasyon
donemi (orta donem laktasyondaki inekler), gebelik durumlari, giinliik siit verimi,
sagim sekli, daha O6nce mastitis gecirip gegirmedigi (son bir ay i¢inde mastitis
gecirmis ise ¢alismaya dahil edilmedi), sagim Oncesi ve sonrasi herhangi bir sagim
hijyeni prosediirii uygulanip uygulanmadigi (sagim hijyeni uygulanmayan inekler
calismaya dahil edilmedi), mastitis i¢cin as1 yapilip yapilmadigi, kuru donem
tedavisi ve uygulanan beslenme rejimi hakkindaki bilgiler kayit altina alindi.

Gruplardaki toplam hayvan sayisini belirlemek i¢in Cohen’in belirttigi
sekilde (128) istatiksel gii¢ analizi yapildi. Bu ¢alismada, etki biiyiikliigii=0,25,
alfa=0,05 ve giic=0,80 alinarak gerekli olan minimum 6rnek sayis1 180 olarak

belirlendi.
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4.1.2. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Tespit edilen ineklere Ruegg ve Reinemann'm (129) tarif ettigi sekilde CMT
uygulandi. Bu testi yapmadan once her bir meme lobundan ilk ii¢ sagim bosa sagilip
uzaklastirildi. Kaliforniya Mastitis Test i¢in her meme lobundan ayr1 ayrt CMT
kabinin kendi meme lobunu temsil eden bélmesine siit numunesi alindi. Daha sonra
stit ile esit miktarda CMT soliisyonu (BOVI-VET, CMT-Test, Kruuse, Danimarka)
kabin her boliimiine eklendi. Yatay vaziyette 10-15 saniye dairesel hareketler
yapilarak soliisyon ile siitiin etkilesime girmesi saglandi. Daha sonra kapta olusan
jelin kivamina gore hep ayni kisi tarafindan CMT skorlamasi yapildi. Skora gore
sonuglar CMT negatif (-) ve pozitif (+) (kendi i¢inde +, ++ ve +++ derecesinde)
olarak ayrildi. En az bir meme lobu +, ++ ve +++ degerden birini aldiysa inek
subklinik mastitis olarak degerlendirildi. Dort meme lobu da negatif degerini
aldiysa CMT negatif yani saglikli olarak degerlendirildi (130). Kaliforniya Mastitis
Testinde dort meme lobu negatif olan hayvanlar CMT (-) grubunu (n=45) olusturdu.
Diger gruplari olusturmak i¢cin CMT pozitif meme baslarindan steril plastik tiiplere
(Centrifuge tube 15 ml, Isolab, Almanya) mikrobiyolojik muayene igin yaklasik iki
ml, ayrica SHS ve siit kompozisyonu analizi igin 15 ml, sitokin analizi i¢in de iki
ml siit numuneleri ayr1 tiiplere alindi. Mikrobiyolojik ekim i¢in alinan numuneler
soguk zincirde iki saat icerisinde Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuvari’na ulastirildi.
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4.2. Yontem

4.2.1. Bakteriyolojik Kiiltiir

Bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyonu National Mastitis Council
(NMC) kriterleri dikkate alinarak yapildi (131).

Siit numuneleri 4.000 devirde 15 dakika siireyle santrifiij edildi. Dipte
olusan ¢okeltiden Pasteur pipeti ile 6rnek alinarak kanli agar ve MacConkey agar
(Oxoid, Hampshire, United Kingdom) besi yerlerine ekimler yapildi ve aerob
kosullarda 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Gram boyama teknigi
kullanilarak koloni morfolojileri identifiye edildi. Koloni morfolojilerindeki farklar
belirlendi ve sayildi. Stafilokok tiirlerinin streptokok tiirlerinden ayrimini yapmak
icin katalaz testi kullanildi. Staphylococcus aureus ve KNS tiirlerini birbirinden
ayirt etmek icin koagiilaz testleri kullanildi. Streptokok, eskiilin pozitif
streptokoklar (Streptococcus uberis ve diger eskiilin pozitif streptokoklar) ve
eskiilin negatif streptokoklar (Streptococcus agalactiae ve Streptococcus
dysgalactiae) olarak alt gruplara ayrildi. Christie-Atkins-Munch-Peterson (CAMP)
testi ile Streptococcus agalactiae ve Streptococcus dysgalactiae ayrimi yapildi.
Escherichia coli katalaz, indol, metil red ve laktoz testlerine pozitif reaksiyonlarla;
Bacillus spp ise kanli agardaki koloni morfolojilerine gore ayirt edildi. Ayrica, bir
stit orneginde li¢ veya daha fazla koloni belirlendigi durum da orneklerin
kontaminasyonu olarak degerlendirildi (132).

Mikroorganizmalarin izolasyon ve identifikasyonu yapildiktan sonra,
Escherichia coli grubu CMT pozitif siit 6rneklerinde sadece Escherichia coli

tireyen inekler (n=45), Streptococcus agalactiae grubu CMT pozitif siit
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orneklerinde sadece Streptococcus agalactiae iireyen inekler (n=45) ve
Staphylococcus aureus grubu ise CMT pozitif siit oOrneklerinde sadece
Staphylococcus aureus tireyen inekler (n=45) olarak belirlendi. Siit 6rneklerinde iki
ve daha fazla bakteri lireyen inekler ¢alisma disinda tutuldu. Dort grupta aranan
kriterleri tasiyan inek sayisina ulagsmak i¢in 500 adet inege ait 2.000 meme lobu

muayene edildi.

4.2.2. Siit Somatik Hiicre Sayinm

Daort grupta bulunan tiim numunelerde Somatik hiicre sayim1 DelLaval Cell
Counter® (Cellcounter DCC; DeLaval, Sweden) cihazi kullanilarak, siit 6rnegi
alindiktan sonra en geg bir saat i¢inde yapildi. Jaeger ve ark.’nin (133) tarif ettigi
gibi, somatik hiicre ¢ekirdeklerini tanimlayan DNA spesifik baglayici bulunan
kasete 60 uL siit aspire edildi. Siit aspire edildikten sonra kaset cihaza yerlestirildi
ve cihaza entegre lazer okuyucu ile aspire edilen siit igindeki SHS belirlendi.
Analizler Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji

Laboratuvari’nda yapildi.

4.2.3. Siit Kompozisyon Analizlerinin Yapilmasi

Alinan siit numunelerinde dort grup iginde yag (%), yagsiz kuru madde (%),
protein (%), laktoz (%), mineral madde (%), dansite (kg/m?) ve iletkenlik (mS/cm)
diizeyleri Laktoscan (Milkotronic/EUROPE) cihazi kullanilarak dl¢iildii. Olciimler
Alam ve ark.’nin (134) oénerdigi sekilde Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Dogum ve Jinekoloji Laboratuvari’nda yapildi.
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4.2 4. Siit Sitokin Analizlerinin Yapilmasi

Tim gruplardaki ineklerden iki ml’lik ependorf tiiplere alinan siit
numuneleri analizler yapilana kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandi. Alinan
bu siit numunelerindeki Th1 (TNF-a, IFN-y, IL-2) ve Thy (IL-4, IL-5, IL-10) sitokin
diizeylerini belirlemek igin tiir spesifik ticari IFN-y (katalog no: SEA049Bo, all
USCN Life Science Inc., Wuhan, China), IL-2 (katalog no: SEA073Bo, all USCN
Life Science Inc., Wuhan, China), TNF-a (katalog no: SEA133Bo, all USCN Life
Science Inc., Wuhan, China), IL-4 (katalog no: SEAQ77Bo, all USCN Life Science
Inc., Wuhan, China), IL-5 (katalog no: SEA078Bo, all USCN Life Science Inc.,
Wuhan, China) ve IL-10 (katalog no: SEA056B0, all USCN Life Science Inc.,
Wuhan, China) ELISA kitleri kullanildi. ELISA testinin uygulama asamalart tiretici
firmanin kitapgikta belirttigi gibi yapildi. Tiim asamalar bittikten sonra siit sitokin
diizeyleri pleytlerin ELISA okuyucusunda (Bio-Tek Instruments, USA) 450 nm’da
okutulmasiyla belirlendi (135). Sitokin analizleri Firat Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Laboratuvari’nda yapildi.

4.2.5. Verilerin Istatistiki Analizi

Verilerin istatistiksel analizlerinin yapilmasinda SPSS 22.0 paket programi
(Statistical Package for the Social Sciences for Windows SPSS 22.0 Edition for
Windows, Chicago, Illinois, USA) kullanildi.

Kalifornia Mastitis Test (-) ve CMT (+) yoniinden incelenen parametrelere
ait verilerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve
Kolmogorov-Smirnov  testleri  kullanilarak  degerlendirildi. Degerlendirme

sonucunda verilerden yagsiz kuru maddenin parametrik test varsayimlarini
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sagladig1, normal dagilim gdsterdigi belirlendi. Ote yandan sitokinler (TNF-a, IFN-
v, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10), SHS, yag, protein, laktoz, mineral madde, dansite ve
elektrik iletkenligi verileri parametrik test varsayimlarini saglamadigi, normal
dagilim gostermedikleri tespit edildi. Bu nedenle, ¢alismada incelenen yagsiz kuru
madde i¢in Student t testi kullanilirken, sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5
ve IL-10), SHS, yag, protein, laktoz, mineral madde, dansite ve elektrik iletkenligi
icin CMT (-) ve CMT (+) yoniinden karsilastirmalarda Mann-Withney-U testi
kullanild1 (136).

Ayri ayr1 gruplar bazinda incelenen parametrelere [sitokinler (TNF-a, IFN-
v, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10), SHS, siit kompozisyonu (yag, yagsiz kuru madde,
protein, laktoz, mineral madde), dansite ve elektrik iletkenligi] ait verilerin normal
dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve Kolmogorov-
Smirnov testleri kullanilarak incelendi. Verilerin normal dagilim gosterip
gostermedikleri belirlendi. Sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10),
SHS, protein ve mineral maddeye ait verilerin degerlendirme sonucunda parametrik
test varsayimlarini saglamadigi, normal dagilim gostermedikleri tespit edildi. Bu
nedenle, c¢oklu grup karsilastirilmasinda kullanilan nonparametrik testlerden
Kruskal-Wallis testi gruplar arasi karsilagtirmada kullanildi. Kruskal-Wallis testine
gore sitokinler, SHS, protein ve mineral maddeye ait veriler i¢in P<0,05 olarak
degerlendirildi. Boylece, belirtilen bu dort gruptan en az bir tanesi digerlerinden
anlamli derecede farkli oldugu anlasildi. Hangi grubun hangisinden farkli oldugunu
belirlemek i¢in ikili grup karsilastirmalar1 yapildi. Kruskal-Wallis sonrasi post-hoc
ikili grup karsilastirmalarinda Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney-U testi

uygulandi. Bonferroni diizeltmesi, istatistiksel anlamlilik sinir degeri olan 0,05’in
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yapilacak kiyaslama sayisina (dort grup kendi i¢inde alt1 farkli sekilde kiyaslanir)
boliinmesi sonucu elde edilen deger ikili kiyaslamalardaki anlamlilik siir degeri
olarak kullanilir. Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney-U anlamlilik degeri
0,05/6=0,0083 olarak hesaplandi. Ancak, bu test i¢in 0,01 veya daha kii¢iik bir
onemlilik degeri kullanildiginda Mann-Whitney-U testinin giicti azalmaktadir.
Bundan dolay ikili grup karsilastirilmalarinda P<0,01 olarak kabul edildi (136,
137).

Yag, yagsiz kuru madde, laktoz, dansite ve elektrik iletkenligi
parametrelerine ait verilerin normal dagilim gdsterdigi, parametrik test
varsayimlarini sagladigi tespit edildi. Bu nedenle bu parametrelere ait verilerde tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) yapildi. Varyans analizinde, gruplar arasinda
farkliligin oldugu tespit edildiginde, farkin hangi grup ya da gruplardan
kaynaklandigini tespit etmek i¢in uygun post-hoc test yontemleri kullanildi.
ANOVA sonrasi gruplar arasi farki belirlemek igin post-hoc analizi yapildi. Yag,
yagsiz kuru madde, laktoz, dansite ve elektrik iletkenligi verilerine yapilacak post-
hoc analizini belirlemek i¢in Levene testi dikkate alindi. Bu teste gore verilerde
varyanslarin homojen dagilip dagilmadig belirlendi. Yag ve dansite i¢in varyanslar
homojen dagilim (P>0,05) gosterirken, yagsiz kuru madde, laktoz ve elektrik
iletkenligi icin varyanslarin homojen dagilim gostermedigi (P<0,05) belirlendi. Bu
nedenle yag ve dansite i¢in post-hoc olarak Tukey HSD (honestly significant
difference) kullanilirken, yagsiz kuru madde, laktoz ve elektrik iletkenligi igin
Tamhane’s T2 kullanildi. Tukey HSD ve Tamhane’s T2 analizinde anlamlilik degeri

P<0,05 olarak degerlendirildi (136, 137).
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Somatik hiicre sayis1 diizeyleri bazinda olusturulan gruplara yonelik
incelenen parametrelere [sitokinler (TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 ve IL-10), siit
kompozisyonu (yag, yagsiz kuru madde, protein, laktoz, mineral madde), dansite
ve elektrik iletkenligi] ait verilerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram
ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk)
incelendi. Verilerin normal dagilim gosterip gostermedikleri belirlendi. Tiim
parametrelere ait verilerin degerlendirme sonucunda parametrik test varsayimlarini
saglamadigi, normal dagilim gostermedikleri belirlendi. Bu nedenle, ¢oklu grup
karsilastirilmasinda nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi kullanildu.
Kruskal-Wallis sonras1 post-hoc ikili grup karsilagtirmalarinda Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney-U testi uygulandi. Bonferroni diizeltmesinde,
istatistiksel anlamlilik sinir degeri olan 0,05’in yapilacak kiyaslama sayisina (bes
grup kendi i¢cinde 10 farkli sekilde kiyaslanir) boliinmesi sonucu elde edilen deger
ikili kiyaslamalardaki anlamlilik sinir degeri olarak kullanildi. Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney-U anlamlilik degeri 0,05/10=0,005 olarak hesaplandi.
Ancak, bu test i¢in 0,01 veya daha kiiclik bir 6nemlilik degeri kullanildiginda
Mann-Whitney-U testinin giicii azalmaktadir. Bu sebepten dolayr ikili grup

karsilagtiritlmalarinda P<0,01 olarak kabul edildi (136).
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5. BULGULAR

Sunulan tezdeki, CMT (-) ve CMT (+) gruplar1 arasindaki siit sitokin
diizeylerine ait verilerin istatistiki analiz sonuglar1 tablo 1°de verildi. Tablo 1°de
goriildiigii gibi CMT (+) grubundaki TNF-a (194,06+20,71 pg/ml, P<0,001), IFN-
v (33,51£5,13 pg/ml, P<0,001) ve IL-10 (8,28+0,12 pg/ml, P<0,05) diizeylerinin
CMT (-) grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli Olgiide azaldigi belirlendi.
Interldkin-4 (509,74+33,69 pg/ml, P<0,05) ve IL-5 (8,87+0,20 pg/ml, P<0,001)
diizeylerinin ise istatistiksel olarak artis gosterdigi tespit edildi. Kalifornia Mastitis
Test (-) ve CMT (+) gruplar arasinda siit IL-2 diizeyi agisindan istatistiksel olarak
fark bulunmadi (P>0,05).

Kalifornia Mastitis Test (-) ve CMT (+) gruplarinda SHS agisindan gruplar
arasinda istatistiki olarak 6nemli (P<0,001) fark belirlendi (Tablo 2). Kalifornia
Mastitis Test (+) ineklerin siit numunelerindeki SHS (1.148.000,11+134.000,60
hiicre/ml) CMT (-) gruptaki ineklerin siit numunelerine (48.000,87+7.000,09
hiicre/ml) gore yiiksek tespit edildi.

Kalifornia Mastitis Test (-) ve CMT (+) gruplarina ait siitiin dansitesi ve
elektrik iletkenligiyle ilgili bulgular tablo 3’de 6zetlendi. Tabloya gore CMT (+)
grubundaki dansite degerinin (1.032,93£0,34 kg/m®) CMT (-) grubuna
(1.034,91+0,56 kg/m®) gore diisiik bulunurken (P<0,01), elektrik iletkenliginin ise
CMT (+) grubunun (4,52+0,02 mS/cm) CMT (-) grubuna (4,23+0,02 mS/cm) gore
yiiksek oldugu (P<0,001) tespit edildi.

Kalifornia Mastitis Test (-) ve CMT (+) gruplarindaki ineklere ait siit

kompozisyonlart ile ilgili bulgular tablo 4’de 6zetlendi. Buna géore CMT (-) ve CMT
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(+) gruplan karsilastirildiginda CMT (+) grubundaki ineklerin siit numunelerinde
yag degerinin (%4,92+0,20) yiiksek oldugu tespit edildi (P<0,001). Kalifornia
Mastitis Test (-) grubundaki ineklerin siit numunelerinde de laktoz degeri
(%5,55+0,04) CMT (+) gruba gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (P<0,05).
Yagsiz kuru madde, protein ve mineral madde degerleri agisindan ise CMT (-) ve

CMT (+) gruplar bazinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (P>0,05).
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Tablo 1: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda sitteki sitokin diizeyleri

CMT (-) (n=45)

CMT (+) (n=135)

Sitokinler

(pg/ml) X+Sg Mediyan Min Max X+Sy Mediyan Min Max P
TNF-a 329,92+26,14 249,50 130,00 600,00 194,06+20,71 30,00 7,80 600,00 kel
IFN-y 75,72+10,20 62,50 37,20 490,00 33,51+5,13 10,20 7,80 575,00 falaiel
IL-2 8,54+0,43 7,66 4,78 15,74 9,75+0,58 8,02 4,96 62,50 -
IL-4 343,15+42,15 262,00 15,00 1.200,00 509,74+33,69 400,00 2,00 1.200,00 *
IL-5 7,57+£0,30 6,60 5,50 14,40 8,87+0,20 8,40 5,40 20,10 falelel
IL-10 9,26+0,37 8,90 6,00 15,00 8,28+0,12 8,30 6,00 14,00 *

-: P>0,05, *: P<0,05, ***P<0,001
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Tablo 2: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siit SHS diizeyi

CMT (-) (n=45) CMT (+) (n=135)
X+sz Mediyan  Min Max X+S; Mediyan Min Max P
SHS (x10°)
(hiicre/ml) 48,87+7,09 30,00 500 181,00 1.148,11+134,60 451,00 108,00 6.716,00 falaied
**%: P<0,001

Tablo 3: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siitiin dansite ve elektrik iletkenligi

CMT () (n=45) CMT (+) (n=135)
Parametreler
X+Sg Mediyan Min Max X+Sg Mediyan Min Max P
Dansite (kg/m?3) 1.034,91+0,56  1.036,00 1.026,00 1.041,00 1.032,93+0,34 1.033,00 1.022,00 1.045,00 **
Elektrik iletkenligi
4,23+0,02 4,30 4,00 4,40 4,52+0,02 4,50 4,1 51 *xx

(mS/cm)

**: P<0,01, ***: P<0,001
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Tablo 4: CMT (-) ve CMT (+) gruplarinda siit kompozisyonu

Siit kompozisyonu

CMT (-) (n=45)

CMT (+) (n=135)

X+Ss Mediyan Min Max X+Sg Mediyan Min Max P

Yag (%) 3,38+0,36 2,20 0,70 9,00 4,92+0,20 4,60 0,80 11,60 falaked
Yagsiz kuru

10,16+0,08 10,20 8,70 11,20 9,96+0,06 9,90 8,70 11,20 -
madde (%)
Protein (%0) 3,68+0,03 3,70 3,20 4,10 3,61+0,02 3,60 2,80 4,60 -
Laktoz (%) 5,55+0,04 5,60 4,80 6,10 5,44+0,03 5,40 4,20 6,90 *
Mineral (%) 0,79+0,01 0,80 0,70 0,90 0,77+0,01 0,80 0,60 1,00 -

-: P>0,05, *: P<0,05, ***: P<0,001
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Gruplar aras siit sitokin diizeyine ait bulgular tablo 5°te verildi. Buna gore;
siit TNF-a diizeyi en yiiksek Escherichia coli grubunda (483,10+27,84 pg/ml) tespit
edildi. Escherichia coli grubuna ait degerin diger gruplardan anlamli derecede
yiiksek oldugu bulundu (P<0,01). Staphylococcus aureus ve Streptococcus
agalactiae gruplari arasinda ise siit TNF-a diizeyi bakimindan istatistiki fark tespit
edilmedi (P>0,01).

Escherichia coli grubunda (78,66+13,06 pg/ml) IFN-y diizeyi
Staphylococcus aureus (10,85+0,52 pg/ml) ve Streptococcus agalactiae
(11,03+0,46 pg/ml) gruplarina goére yiiksek bulunurken (P<0,01), CMT (-) grubu
(75,72+10,20 pg/ml) ile istatistiksel olarak fark tespit edilmedi (P>0,01). Siit IFN-
vy diizeyi bakimindan Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae gruplari
arasinda istatistiki fark bulunmadi (P>0,01).

Gruplar bazinda siit 1L-2 diizeyi en diisiik Escherichia coli (7,66+0,35
pg/ml) grubunda tespit edildi. Diger ii¢ grup arasinda istatistiksel fark bulunmadi
(P>0,01).

Stit IL-4 diizeyi bakimindan en disik deger CMT (-) grubunda
(343,15+42,15 pg/ml) tespit edilirken, Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus agalactiae gruplari arasinda siit IL-4 diizeyi bakimindan istatistiksel
olarak fark belirlenmedi (P>0,01).

Siit IL-5 diizeyi en yiiksek Streptococcus agalactiae grubunda (9,90+0,40
pg/ml) iken, en diisik ise CMT (-) grubunda (7,57+0,30 pg/ml) tespit edildi.
Streptococcus agalactiae grubundaki siit IL-5 diizeyinin ise diger {i¢ gruptan da

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (P<0,01).
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Staphylococcus aureus grubunda siit 1L-10 diizeyinin en yiiksek oldugu
goriildii (9,35+0,16 pg/ml). Staphylococcus aureus grubunun siit IL-10 diizeyi ile
Streptococcus agalactiae ve Escherichia coli gruplarina ait diizeyler arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 derecede fark oldugu tespit edildi (P<0,01). Interlkin-
10 diizeyinin Staphylococcus aureus (9,35+0,16 pg/ml) ve CMT (-) gruplar
arasinda (9,26+0,37 pg/ml) istatistiksel olarak fark olmadig1 goriildii (P>0,01).

Tablo 6’da dort gruba ait SHS verileri sunuldu. Kalifornia Mastitis Test (-)
gruptaki ineklerin siit numunelerindeki SHS degeri diger ii¢ gruptaki (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae) ineklerin siit
numunelerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu bulundu
(P<0,01). Ancak, Escherichia coli Staphylococcus aureus ve Streptococcus
agalactiae gruplari arasinda istatistiki fark bulunmadi (P>0,01).

Gruplar aras: siitiin dansite ve elektrik iletkenligine ait veriler tablo 7°de
verildi. Siitiin dansite degeri en diisiik Escherichia coli grubunda (1.031,00+0,50
kg/m®) tespit edildi. Escherichia coli grubunun dansite degeri CMT (-)
(1.034,91+£0,56 kg/m®) ve Staphylococcus aureus (1.034,24+0,65 kg/md)
grubundan istatistiksel olarak diisiik bulundu (P<0,05). Ancak, Streptococcus
agalactiae grubu (1.033,31+0,55 kg/m?®) ile arasinda istatistiki bir fark bulunamadi
(P>0,05).

Siitiin elektrik iletkenligi istatistiki olarak en diisik CMT (-) grubunda
(4,234+0,02 mS/cm) tespit edildi. Streptococcus agalactiae grubunun ise en yiiksek
(4,61+£0,02 mS/cm) degere sahip oldugu gorildi. Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus gruplart arasinda ise siitiin elektrik iletkenligi yoniinden

istatistiki farkin olmadig: gortildi (P>0,05).
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Tablo 5: Gruplar bazinda siit sitokin diizeyleri

P

CMT (-) Escherichia coli Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
Sitokinler (n=45) (n=45) (n=45) (n=45)
(pg/ml)

X+S; Mediyan X*S; Mediyan X+Sy Mediyan X*S; Mediyan

TNF-a 329,92+26,14° 249,50  483,10+27,84° 600,00 33,42+6,232 21,60 65,67+15,652 26,10
IFN-y 75,72+10,20P 62,50 78,66+13,06° 56,50 10,85+0,522 10,00 11,03+0,46° 10,10
IL-2 8,54+0,43% 7,66 7,66+0,35° 6,76 11,86+1,62° 8,26 9,75+0,42° 9,16
IL-4 343,15+42,15%¢ 262,00  571,42+57,35* 550,00  550,80+57,03° 400,00  407,02+58,87*® 270,00
IL-5 7,57+0,30° 6,60 8,10+0,34%® 7,10 8,62+0,21° 8,40 9,90+0,40° 9,10
IL-10 9,26+0,37" 8,90 7,69+0,26° 7,10 9,35+0,16° 9,20 7,81+0,13% 7,80

**k*

*k*x

*k*x

**

*k*k

***k

#%: P<0,01, ***: P<0,001. * "¢ Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar aras fark istatistiksel olarak énemlidir, (P<0,01).
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Tablo 6: Gruplar bazinda siit SHS diizeyi

CMT (-) Escherichia coli Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
(n=45) (n=45) (n=45) (n=45)
X£S; Mediyan X+Sg Mediyan X+S5 Mediyan X+S5 Mediyan P
SHS (x10°%)
48,87+7,092 30,00 580,00+88,36° 315,00  1.162,76+214,29® 496,00 1.701,58+312,39® 453,00 falaied

(hiicre/ml)

##%: P<0,001. »P: Ay satirda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir, (P<0,01).
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Tablo 7: Gruplar bazinda siitiin dansite ve elektrik iletkenligi

CMT (-) Escherichia coli Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae

Parametreler (n=45) (n=45) (n=45) (n=45)

X+sg Mediyan X*s; Mediyan X+Sg Mediyan X+Sg Mediyan P
Dansite
(kg/m?) 1.034,91+0,56° 1.036,00 1.031,00+0,50° 1.031,00 1.034,24+0,65° 1.3034,00 1.033,31+0,55® 1.034,00  ***
Elektrik
iletkenligi 4,23+0,02° 4,30 4,49+0,03° 4,50 4,46+0,03° 4,50 4,61+0,02° 4,60 *xx
(mS/cm)

#%%: P<(,001. P ¢ Aym satirda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir, (P<0,05).
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Tablo 8’de gruplar arasi siit kompozisyonuna ait verilerin istatistiki analiz
sonuglari verildi. En yiiksek yag oraninin (%5,82+0,34) Escherichia coli grubunda
oldugu belirlendi (P<0,05). Buna ragmen yagsiz kuru madde (%9,67+0,09), protein
(%3,51+0,03), laktoz (%5,29+05) ve mineral madde (%0,75+0,01) oran1 en diisiik
Escherichia coli grubunda tespit edildi.

Tablo 9’da SHS diizeyi ile sitokin diizeyleri arasindaki iliski 6zetlendi. Bu
tablodan da anlasilacagi gibi yiiksek SHS goriilen siit 6rneklerinde TNF-a ve IFN-
y diizeyi istatistiksel olarak diigiik bulundu (P<0,01). Siit IL-5 diizeyi ise yiiksek
SHS’I1 siitlerde istatistiki olarak daha yiiksek belirlendi (P<0,01). Siit SHS
diizeyindeki degisimler ile siit IL-2, IL-4 ve IL-10 diizeyi arasinda ise istatistiksel
olarak fark tespit edilmedi (P>0,05).

Somatik hiicre sayisinin  diizeyi ve bununla iliskili olarak siit
kompozisyonundaki degisimler tablo 10’da verildi. Buna gore yagsiz kuru madde,
protein, laktoz ve mineral madde oraninin siitiin SHS diizeyinin artmasina bagl
olarak azaldigi belirlendi ve bu azalmanin da istatistiksel olarak anlamli derecede
oldugu goriildii (P<0,01). Ote yandan siitiin yag oran1 ile SHS diizeyi arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadig gorildii (P>0,05).

Stit SHS diizeyi ile siitiin dansite ve elektrik iletkenligine ait veriler tablo
11°de gosterildi. Bu tablodan da anlasilacagi gibi yiiksek SHS goriilen siit
orneklerinde dansite degerinin istatistiksel olarak diistiigii goriilmektedir (P<0,01).
Siitiin elektrik iletkenliginin ise yliksek SHS’I1 siitlerde istatistiksel olarak arttigi

tespit edildi (P<0,01).
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Tablo 8: Gruplar bazinda siit kompozisyonu

CMT () Escherichia coli Staphylococcus aureus  Streptococcus agalactiae
n=45 n=45 n=45 n=45
Siit kompozisyonu ( ) ( ) ( ) ( )
X+S; Mediyan X+S; Mediyan X+Sy Mediyan X*S; Mediyan P
Yag (%) 3,38+0,36” 2,20 5,82+0,34° 6,30 4,18+0,34"8 3,80 4,75+0,328¢ 4,60 falaie
Yagsiz kuru
10,16+0,08" 10,20 9,67+0,09 9,60 10,160,138 10,00 10,05+0,1148 10,20 xx
madde (%)
Protein (%) 3,68+0,03° 3,70 3,51+0,03% 3,50 3,69+0,04° 3,60 3,64+0,04% 3,70 xx
Laktoz (%) 5,55+0,048 5,60 5,29+0,05% 5,30 5,56+0,07" 5,50 5,48+0,06"8 5,60 xx
Mineral (%) 0,79+0,01° 0,80 0,75+0,01% 0,80 0,79+0,01% 0,80 0,78+0,01% 0,80 *

*: P<0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001.
&b Ayni satirda farkli harf tastyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak 6nemlidir, (P<0,01).
A B.C. Aym satirda farkli harf tasiyan gruplar aras fark istatistiksel olarak dnemlidir, (P<0,05).
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Tablo 9: Siit SHS diizeylerine gore sitokin diizeyleri

Sitokin (pg/ml)

SHS (x10%) (hiicre/ml) TNF-a IFN-y IL-2 IL-4 IL-5 IL-10
X£sz 302,75427,22° 64,34+8,77° 8,56+0,40 385,21+42.44 7,76+0,26° 8,96+0,31
<150 (n=56)
Mediyan 240,00 62,50 7,66 267,50 6,90 8,45
X+ 224,19+34,602 40,12+7,10° 9,04+0,55 459,82+55,79 8,78+0,30° 8,38+0,22
151-400 (n=51)
Mediyan 67,50 11,5 8,02 300,00 8,30 8,40
X+sz 167,90+51,78%  49,83+28,27° 9,12+0,64 570,30+91,57 9,30+0,65" 8,31+0,25
401-600 (n=20)
Mediyan 28,95 10,10 80,08 477,50 8,25 8,75
X+sz 282,17+67,52%  32,57+6,36° 9,38+0,96 548,05£90,18  8,36+0,47®  8,47+0,45
601-1000 (n=17)
Mediyan 165,00 31,20 7,72 350,00 8,40 8,00
XS5 125,07+£32,392 20,34+3,462 11,62+1,94 514,22+65,03 9,12+0,42° 8,21+0,25
>1000 (n=36)
Mediyan 28,95 10,10 8,23 425,00 8,70 8,40

P

*k*k

*k*k

**

-: P>0,05, **: P<0,01, ***: P<0,001.

&b: Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak dnemlidir, (P<0,01).
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Tablo 10: Sit SHS diizeylerine gore siit kompozisyonu

Siit kompozisyonu

SHS (x10%) (hiicre/ml)
Yag (%) Yagsiz kuru madde (%) Protein (%)  Laktoz (%)  Mineral (%)
X+s; 3,85+0,35 10,14+0,08° 3,68+0,02° 5,54+0,04° 0,79+0,007°
<150 (n=56)
Mediyan 2,90 10,15 3,70 5,60 0,80
XSy 4,97+0,33 10,12+0,09° 3,67+0,03° 5,53+0,05° 0,79+0,008"
151-400 (n=51)
Mediyan 4,60 10,10 3,70 5,50 0,80
X+sy 5,01+0,46 9,96+0,15% 3,61+0,05% 5,440,082 0,77+0,012%
401-600 (n=20)
Mediyan 4,90 10,00 3,65 5,45 0,80
X£S5 4,87+0,66 9,90+0,18% 3,61+0,06% 5,40+0,10% 0,77+0,020%
601-1000 (n=17)
Mediyan 4,40 9,80 3,60 6,40 0,80
X£S5 4,5440,36 9,74+0,16% 3,52+0,05° 5,31+0,08? 0,75+0,0142
>1000 (n=36)
Mediyan 4,15 9,65 3,50 5,25 0,75

P

*

*

*

*

-: P>0,05, *: P<0,05.

ab: Ayni siitunda farkli harf tasiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak onemlidir, (P<0,01).
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Tablo 11: Siit SHS diizeylerine gore siitiin dansite ve elektrik iletkenligi

SHS (x10°)
Dansite (kg/mq) Elektrik iletkenligi (mS/cm)
(hiicre/ml)
X£sy 1.034,46+0,54° 4,25+0,022
<150 (n=56)
Mediyan 1.035,00 4,30
X£sy 1.033,49+0,56% 4,38+0,02°
151-400 (n=51)
Mediyan 1.033,00 4,50
P 1.032,85+0,71% 4,52+0,04%
401-600 (n=20)
Mediyan 1.033,50 4,50
X+ 1.032,76+0,97% 4,5540,04°
601-1000 (n=17)
Mediyan 1.032,00 4,60
X£sy 1.032,36+0,72° 4,74+0,02¢
>1000 (n=36)
Mediyan 1.032,50 4,70
* *kxk

P

*: P<0,05, ***: P<0,001

a b cved Ayn siitunda farkli harf tastyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak

onemlidir, (P<0,01).

Tablo 12°de siitiin SHS diizeylerine gore Thi/Th, polarizasyon sonuglari
verildi. Tablodan da anlasilacag: gibi siit SHS diizeylerine gére SHS 150.000’den
az bulunan siit numunelerindeki TNF-a ve IFN-y diizeyi diger gruplara gore yiiksek
bulundu. Siit Thy/Th2 polarizasyon dengesinin Thy yoniinde oldugu tespit edildi.

Tablo 13°de gruplar bazinda Thi/Th polarizasyon sonuglari sunuldu. Bu
tablodan ¢ikan sonuglar dogrultusunda Escherichia coli mastitisli siitlerde Thi
yoniinde bir polarizasyon sekillenirken, Staphylococcus aureus ve Streptococcus

agalactiae kaynakli mastitisli siitlerde ise Th yoniinde polarizasyon sekillendigi

goriildii.
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Tablo 12: Siit SHS diizeylerine gére Thi/Th, polarizasyonu

SHS (x10°) Thy Th,

(hiicre/ml) TNF-a IFN-y IL-2 IL-4 IL-5 IL-10
<150
(n=56)
151-400
(n=51)
401-600
(n=20)
601-1000

- ‘ - - - -

(n=17)
>1000
(n=36)

. Sitokin diizeyinin yiiksek, : Sitokin diizeyinin diisiik,

- : Sitokin diizeyinin degismedigini simgelemektedir.
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Tablo 13: Gruplar bazinda Thi/Th; polarizasyonu

Thy Th;
Gruplar
TNF-a IFN-y 1L-2 IL-4 IL-5 1L-10
(n=45)
Escherichia coli t t ‘ t
(n=45)

Staphylococcus
aureus (n=45)
Streptococcus

agalactiae (n=45)

t: Sitokin diizeyinin yiiksek, ‘ : Sitokin diizeyinin diisiik oldugunu.
simgelemektedir.
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6. TARTISMA

Ineklerde immiin sistem fonksiyonlarindaki yetersizlik ve basarisizlik
neticesinde ¢ogunlukla mastitis sekillenmektedir. Sekillenen mastitis sebebiyle
stitiin kompozisyonunda degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler siit ve
stit irtinlerinin kalitesini 6nemli 6l¢ilide etkilemektedir. Mastitislerden korumak i¢in
hayvanlarin immiin sistemi gii¢lii tutulmalidir. Gii¢lii tutulan immiin sistem ile
meme mastitise kars1 korunur ve boylece elde edilen siitiin de kalitesi yiikselmis
olur.

Sitokinler, enfeksiyona kars1 immiinitede aktif rol alan yangisal
mediatorlerdir. Ozellikle proinflamatuvar sitokinler hem lokal hem de sistemik
olusan yangisal cevapta oldukea etkilidir (103, 138).

Timor nekroz faktor-a, hem yararli hem de zararh 6zelliklere sahip oldugu
bilinen proinflamatuvar bir sitokindir. Lokal olarak, TNF-a tarafindan aktive
edildikten sonra lokositlerin enfeksiyon bolgesine gogii hizlanir. Timor nekroz
faktor-o'nin sistemik etkileri ise viicut 1s1sinda ve akut faz proteinlerinin sentezinde
artisa neden olmasidir. Bu lokal ve sistemik etkiler, enfeksiyona karsi konagin
dogustan gelen bagisiklik sistemi i¢in faydali olmakla birlikte, konagin hayatini
tehdit edebilen asir1 yangisal cevap sekillenmesine de yol agmaktadir. Spesifik
olarak, TNF-a'nin sok, doku hasari, vaskiiler sizinti, ¢oklu organ yetmezligi ve
diizensiz koagiilopatiye neden oldugu gosterilmistir (113). Ancak, TNF-a ve diger
sitokinlerin sistemik olarak pirojen etki ve yiiksek atese neden olabilmesi yani
hayvani sistemik olarak etkileyebilmesi icin diizeylerinin ¢ok yiliksek olmasi ve

hayvanin klinik olarak semptom gostermesi gerekmektedir (103). Caligmada

53



kullanilan ineklerde sadece subklinik mastitis oldugu i¢in ineklerde viicut 1sisinin
yiikselmesine neden olan klinik bir tablo s6z konusu degildi. Bir bagka deyisle
ineklerin genel durumlar1 fizyolojik smirlar (septisemi, toksemi, yeme-igmede
bozukluk ve viicut 1sisinda artis yoktu) icindeydi. Makrofajlar, lenfositler,
noétrofiller ve epitel hiicreler dahil olmak iizere birden fazla hiicre tipinin TNF-a
rettigi bilinmektedir. Timor nekroz faktor-a’nin {iretimini tetikleyici faktorler
arasinda virlis, mantar, parazitik patojenler, toksinler, IL-1 ve IFN-y gibi diger
sitokinler ve komplement sistemleri bulunur (113). Diger bakteriyel hastaliklarda
TNF-a'nin artis gdsterdigi gibi sigir mastitisinde de TNF-a artis gostermektedir.
Yapilan ¢aligmalarda hem deneysel olusturulmus hem de dogal sekillenen mastitis
vakalarinda TNF-a diizeyinin artis gosterdigi bildirilmektedir (115, 122, 139).
Sunulan bu tezde de Escherichia coli grubundaki TNF-o diizeyi Staphylococcus
aureus ve Streptococcus agalactiae gruplarina gore oldukea yiiksek bulundu. Elde
edilen bulgular daha 6nce yapilan ¢aligmalar1 (140, 141) destekler niteliktedir.
Mastitis vakalarindaki bu farkin ise bakteriler tarafindan uyarilan Toll-like
receptors (TLRs) araciligi ile indiiklenen nuclear factor kappa B (NF-kB) ve
mitogen activated protein kinases (MAPKSs) yolaklarindan kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Bu yolaklarin aktivasyonlari, yangisal cevapta oOnemli rol
oynamaktadir. Escherichia coli grubunda TNF-a diizeyinin yiiksek bulunmasi
Escherichia coli’nin bu yolaklar1 daha ¢ok uyarmasi ve boylece TNF-a tiretiminde
artisa neden olmasindan kaynaklandigr daha onceki calismalarda bildirilmistir
(142, 143).

Interferon-y, konagin patojenlere karsi gelistirdigi dogal ve kazanilmis

bagisiklik sisteminde kritik rol oynamaktadir. Mastitis vakalarinda da aktif gorev
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almaktadir. Mastitis patojeni olan Staphylococcus aureus ve Escherichia coli ile
enfekte memeden salgilanan siitte IFN-y diizeyi yiiksek bulunmustur (114, 144).
Dogal sekillenen mastitis vakalarinin (115) yani sira deneysel olusturulan mastitis
vakalarinda da IFN-y diizeyi artis gostermektedir (116, 117, 119). Sunulan tez
calismasinda da Escherichia coli grubunun IFN-y diizeyi diger gruplara kiyasla
daha yiiksek tespit edildi.

Interlokin-2, CD4+ lenfositler tarafindan iiretilir ve baslangicta T hiicre
biliylime faktorii olarak tanimlanmistir. Bu sitokin, B lenfositlerin biiylimesini ve
farklilasmasini uyardigi, NK hiicrelerini aktive ettigi ve T lenfosit aktivasyonunu
indiikledigi i¢in, kazanilmis bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol almaktadir.
Interldkin-2 iiretimindeki degisiklikler, memenin immiin yanit kapasitesinde bir
azalmaya neden olur ve bu da mastitisin sekillenmesine neden olur (145). Siit I1L-2
diizeyi, Staphylococcus aureus, koliform mastitis ve saglikli meme bezi
hiicrelerinde tespit edilmistir (146, 147, 148). Staphylococcus aureus ile enfekte
olmus s1gir meme bezinde IL-2'nin transkripsiyonel aktivitesinin enfeksiyondan 24
saat sonra azaldigi kaydedilmistir. Interlokin-2 transkripsiyonundaki bu énemli
azalma, sigir meme bezinde bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesindeki onemini
gostermektedir. Proinflamatuvar karakterde oldugu i¢in enfeksiyonun ilerleyen
stireglerinde azalirken, antiinlamatuvar sitokin tiirleri de artis gostermektedir (148).
Sunulan tezde Escherichia coli grubunda IL-2 diizeyi Staphylococcus aureus ve
Streptococcus agalactiae gruplarina gore diisiik bulundu. Bu durum, Escherichia
coli kaynakli mastitis grubundaki hayvanlarda enfeksiyonlarin heniiz baslangig
doneminde olmasindan ve dolayisiyla enfeksiyonun seyrine gore antiiflamatuvar

grubu sitokinlerin daha sonradan artmaya baslayacagi seklinde yorumlanabilir. Ote
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yandan IL-2’nin, Thy kaynakli bir sitokin olmasindan dolay1 gerek in vitro gerekse
de memeye infiizyon seklinde terapotik olarak rekombinant IL-2 kullanilan
caligmalarda siit SHS’nin artisina neden oldugu gibi makrofajlarin fagositik
aktivitesini de artirdig1 belirtilmektedir (121, 149, 150). Bu durumda bazi yangi
tiplerinde IL-2’nin, yanginin ilerleyen donemlerinde de artabilecegi seklinde
yorumlanabilir.

Fonseca ve ark. (151) tarafindan yapilan ¢alismada, mastitisli ve saglikli
siitler arasinda IL-4 diizeyi agisindan fark gdzlenmemistir. Ote yandan Bochniarz
ve ark. (124) yaptigi ¢alismada IL-4 diizeyi KNS mastitisli siitlerde diisiik
bulmustur. Sunulan tez calismasinda, CMT (-) grubunda siit IL-4 diizeyi
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli grubuna gore diisiik bulunurken,
Streptococcus agalactiae grubuna goére ise istatistiki fark bulunmadi. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak bakteri tiiriiniin salgilanan IL-4 diizeyine farkli diizeylerde
etki ettigi sdylenebilir. Interlokin-4, B hiicre uyarici faktér ve B hiicre biiyiime
faktorii olarak adlandirilan lenfosit olusumunu da aktive eder. Aktive olan B
lenfositler Ig liretimi yapan hiicrelerdir. Boylece, Th2 lenfositleri tarafindan tiretilen
IL-4, hiimoral yanitta gorev almaktadir. Bu durum sunulan ¢caligmanin sonuglarinin
yorumlanmasi sirasinda da dikkate alinmalidir.

Interlokin-10, yangiy1 sinirlandirmada ve enfeksiyona kars1 hiimoral immiin
yanitin olusmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. Ayrica, Thz lenfositleri
tarafindan iiretilmektedir. Interlokin-10 monositler, makrofajlar, proinflamatuvar
sitokinler ve kemokin iiretimini inhibe ederek genis bir antiinflamatuvar etki
gostermektedir (152, 153). Dahasi bu sitokin, Thi polarizasyonunun tesvik

edilmesinde rol oynayan IFN-y ve IL-12 iiretimini baskilayarak Th1/Th, dengesini
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degistirmede rol oynar ve dengeyi Thy yoniinde degistirmektedir (153, 154).
Interlokin-10 diizeyindeki artis, Escherichia coli, Klepsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ve Streptococcus spp gibi ¢esitli patojen tiirlerin neden
oldugu mastitis vakalarinda tespit edilmistir (113). Sunulan tez verilerinden farkli
olarak, Bochniarz ve ark. (124) tarafindan KNS mastitisleri tizerinde yapilan bir
calismada siit IL-10 diizeyi saglikli gruba gore daha diisiik bulunmustur. Sunulan
tezde de Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae
bakterilerinin neden oldugu mastitis gruplarinda siit IL-10 diizeyinde
degisikliklerin oldugu tespit edildi. Ancak, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus agalactiae gruplarindaki siit IL-10 diizeylerinin CMT (-) grubundan
istatistiki olarak farkli olmadig1 belirlendi. Interlokin-10 ve diger antiinflamatuvar
sitokinlerin, enfeksiyonun baslangi¢ evrelerinde diisiik diizeylerde oldugu gibi
sonraki evrelerde artis gostermesi yanginin diizenenmesi adina antiinflamatuvar
karakterli oldugu g6z oniinde tutulmalidir.

Hiicreler arasinda iletisimi saglamak amaci ile farkli hiicre tiplerinden
salgilanan ¢ok sayida sitokin tanimlanmustir. Ozellikle Thy (IFN-y, IL-1pB, IL-2, IL-
8, IL-12, TNF-a) ve Thy (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25, IL-31
ve GM-CSF) sitokin gruplar1 yangi durumlarinda 6dnemli rol oynamaktadir. Bu
sitokin gruplar1 enfeksiyonun seyrine gore artis veya azalis gostermektedir. Ancak,
bu degisimler ayni gruba ait sitokinlerin hepsinde ayn1 anda artis veya azalis olmasi
beklenmez. Artan veya azalan sitokinlerin ¢ogunlugunun oldugu gruba gore
yorumlanmasi yapilir (103, 104). Rekombinant olarak iiretilen sitokinlerin tedavi
amacl olarak kullanildig1 ve yangi siirecine katki sagladigi da bilinmektedir (155).

Sunulan tezde de elde edilen veriler dogrultusunda bakteri tiirtine ve SHS diizeyine
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gore sitokin gruplarindan hangisinin aktif oldugu belirlendi. Th1 veya Th; sitokin
gruplarindan hangisinde aktiflik s6z konusu ise yangi siliresince de o yoniin
desteklenip siirece katki saglanmasi gerckmektedir. Bu baglamda, Thy ve Thy
yoniinde desteklenmelidir ifadesi sadece ekstra sitokin uygulamalar1 yapilacak
anlami1 tasimamaktadir, immiin sistemi destekleyici uygulamalarin yapilmasi
gerektigi seklinde yorumlanmalidir.

Subklinik mastitisli siitlerde bakteri tiirtine gére Thi ve Tha lenfositlerinden
tiretilen sitokin gruplarinin ayri ayri degerlendirilmesi yapilarak Thi/Th, sitokin
dengesinin hangi yonde degistigine dair herhangi bir literatiir bilgisi
bulunamamistir. Gec¢miste yapilan calismalar cogunlukla mastitis olusturan
bakterilerin neden oldugu kismi sitokin degisimleriyle sinirli kalmis ve Th1/Thy
sitokin dengesinin polarizasyonu ile ilgili bilgiler verilmemistir. Sunulan tezde,
Escherichia coli grubunda TNF-a ve IFN-y diizeylerinde artisinin oldugu ve buna
bagli olarak Th1/Th; polarizasyon dengesinin Th; yoniine kaydigi, Staphylococcus
aureus ve Streptococcus agalactiae gruplarinda ise TNF-a ve IFN-y diizeylerinde
azalis oldugu ve buna bagh olarak ise Thi/Th, polarizasyon dengesinin Th;
yoniinde oldugu goriildii. Bundan dolay1 Escherichia coli mastitislerinde Thy yonii
ile ilgili uygulamalar yapilarak hiicresel immiinitenin giiclendirilmesinin uygun
olacagi kanaatine varildi. Hiicresel immiinitenin giiclendirilmesi i¢in de selenyum,
bakir, ¢inko gibi mineraller, E vitamini, A vitamini (156, 157), D, (Ergocalciferol)
ve D3 (Cholecalciferol) formuna sahip D vitamini takviyeleri yapilmasi tavsiye
edilmektedir (158). Ayrica, beslenme programlarindaki diizenlemelerle inegin
negatif enerji dengesine girmesi engellenerek kan keton seviyesini diisiik tutmak da

tavsiye edilen uygulamalar arasindadir (159). Yine sunulan tezden elde edilen
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veriler 1s1ginda Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae kaynakli
mastitislerde Thy yoniiniin yani hiimoral immiinitenin desteklenmesi gerektigi
anlagildi. Bunu saglamak ig¢in ise ge¢misteki caligmalarda immiinoglobulin
diizeyinde artiglara neden olan Corynebacterium cutis lizati uygulamalar1 (160),
homeopatik ilaglar (Healwell VT-6, Dolisovet) (161, 162), ¢esitli peptitler (Melittin
gibi) (163) ve immiinoglobulin seviyelerini yiiksek tutan asi uygulamalarinin
yapilmasi tavsiye edilmektedir (164).

Mastitise neden olan bakteri tiirtindeki farklilik siit SHS diizeylerine degisik
sekillerde etki etmektedir. Koagiilaz negatif Stafilokoklar, Corynebacterium spp ve
Aerococcus viridans kaynakli mastitis olgularinda da siit SHS diizeyinde farkliliklar
olustugu beldirilmistir (38, 165, 166). Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda mastitis
sebebi olan KNS (138.000 hiicre/ml), Staphylococcus aureus (375.000 hiicre/ml),
Streptococcus dysgalactiae (547.000 hiicre/ml), Streptococcus agalactiae (857.000
hiicre/ml), Corynebacterium bovis (105.000 hiicre/ml), Streptococcus uberis
(1.024.000 hiicre/ml) ve koliform (1.151.000 hiicre/ml) gibi etkenlerin SHS
diizeylerine farkli sekilde etki ettigi tespit edilmistir (35). Staphylococcus aureus
ve Streptococcus agalactiae gibi kontagiy6z mastitis etkenlerinin ¢evresel kaynakli
mastitis etkenlerine gore SHS’nin daha ¢ok artmasina neden oldugu da
belirtilmektedir (15). Sunulan tezde de Streptococcus agalactiae SHS’ nin en fazla
artmasina neden olan bakteri olarak bulundu. Bunu sirasiyla Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli grubunun takip ettigi goriildii. Mastitise neden olan bakteri
tirlerine gére SHS’ndaki degisimlerin farkli oldugu, Streptococcus agalactiae’nin
digerlerine gore SHS’n1 daha fazla arttirdig1 bilinmektedir. Ancak, SHS’ nin bagka

faktorlerden de etkilenebilecegi goz oniinde tutulmalidir.
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Farkl1 tiirdeki bakteriler tarafindan hem dogal sekillenmis hem de deneysel
olarak meme i¢ine infiizyon seklinde uygulanarak olusturulmus mastitis
vakalarinda siitte SHS nin arttig1 ve bunun sonucunda da sitokin (TNF-o, IFN-y,
IL-1B8, IL-6, IL-8, IL-12 ve IL-10) diizeylerinde degisimler oldugu ileri
stirilmektedir (113, 114, 126, 127, 144). Lee ve ark. (114) tarafindan yapilan
calismada, SHS nin artmasi ve azalmasina IL-8 ve IL-12’nin paralellik gosterdigi
belirtilirken, ayni calismada SHS ile TNF-a ve IL-6 diizeyleri arasinda korelasyon
kurulamamigtir. Deneysel olusturulan bir enfeksiyonun 18. saatinden sonra
SHS’nin artmaya devam ettigi halde TNF-o ve IL-8 diizeylerinin azalmaya
basladig1 da bildirilmektedir (126). Bannerman ve ark. (117) tarafindan yapilan
calismada da SHS degisimi ile IFN-y, IL-12 ve I1L-10 diizeyleri arasinda korelasyon
kurulamamigstir. Hisaeda ve ark. (115) tarafindan yapilan ¢alismanin aksine,
sunulan tezde SHS diizeyi arttikca siit TNF-o ve IFN-y diizeylerinin azaldig tespit
edildi. Ayrica, sunulan tezde IL-5 diizeyinin de arttig1 goriildi. Tim bu veriler goz
Oniine alindiginda sitokin diizeyleri ile SHS degisimi arasinda net bir korelasyon
kurulamayacagi da ileri siirtilebilir.

Somatik hiicre sayisinin yiiksek oldugu, yani subklinik mastitisli siitte, siit
proteini, siit yagi, yagsiz kuru madde, laktoz ve minerallerdeki degisikliklerle
kendini gostermektedir. Bu degisikliklerden dolay1 da elde edilen siit ve siit
tirtinlerinde kalitenin azaldig: ileri siiriilmektedir (15, 83). Bazi aragtirmacilarin
yaptig1 c¢alismalarda siit yag oranmmin artan SHS ile birlikte diistigi ileri
stirilmektedir (83, 167). Millogo ve ark. (168) yaptigi ¢alismada ise SHS’nin
artmas ile siit yag oraninin azaldigi belirtilirken, bazi arastirmalarda (169, 170) ve

sunulan tezde de SHS degisimleri ile yag orani arasinda bir iliski olmadig tespit
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edilmistir. Sunulan tezde en diisiik yagsiz kuru madde, protein, laktoz ve mineral
madde oran1 yiiksek SHS na sahip siit 6rneklerinde tespit edildi. Yiiksek SHS ile
yagsiz kuru madde ve proteinin negatif korelasyon i¢inde oldugu ge¢cmiste yapilan
bazi arastirmalarla da (170, 171, 172) ortaya konmustur. Ozlem ve Kul (173)
tarafindan yapilan arastirmada, yagsiz kuru madde, protein ve laktoz degerinin SHS
degisimi ile fark olusturmadig belirtilmektedir. Ote yandan, siitte artan SHS ile
laktozun azaldigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (76, 81). Ayrica, yiiksek
SHS ile yag ve proteinin negatif korelasyonda oldugu da belirtilmektedir (174).
Bagka bir calismada ise protein ve laktoz degerinin saglikli ve subklinik mastitis
gruplart arasinda fark olmadigi fakat klinik mastitis sekillendigi durumda ise
protein degerinin artt181, laktoz degerinin diistiigii belirtilmektedir. Ayn1 ¢aligmada
Klinik mastitis dahil saglikli ve subklinik mastitisli incklerde yag ve yagsiz kuru
madde degerinin degismedigi de bildirilmektedir (175). Buna gére gegmiste yapilan
ve sunulan tez c¢alismasmin verileri dikkate alindiginda SHS ile siitiin
kompozisyonu arasinda da net bir iliskinin kurulamayacagi sdylenebilir.

Mastitis sirasindaki sekillenen degisiklikler, meme epitel hiicrelerinin hasar
gormesi  ve damar gegirgenligindeki degisimlerle iligkilidir. Damar
gecirgenligindeki bu degisimlere bagli olarak siitiin yapisindaki iyonlar da
degismektedir. Sitiin iyon degerinin farklilasmasi sonucu siitiin elektrik
iletkenliginde de degisim olmaktadir (94, 95). Sunulan tezde, en yiiksek SHS nin
Streptococcus agalactiae grubunda oldugu tespit edildi. Dolayisiyla en yiiksek
elektrik iletkenligi de bu grupta gozlendi. Siitiin elektrik iletkenligi ile SHS arasinda
pozitif korelasyon bulunurken, dansite ile SHS arasinda negatif korelasyon tespit

edildi. Calisma bulgular1, daha 6nce siitiin elektrik iletkenligi ile SHS arasindaki
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iliskiyi belirlemek igin yapilan ¢alismalar1 da (96, 97, 172) destekler niteliktedir.
Ancak, yapilan bagka bir ¢alismada ise subklinik mastitis durumunda dansitenin
saglikli siit orneklerine gore degismedigi de bildirilmektedir (175). Bu durum, siitiin
dansite ve elektrik iletkenliginin mastitis sekillendigi durumlarda degisebileceginin
gOstegesi olarak yorumlanabilir. Ancak, siitiin elektrik iletkenligi ve dansitesinin
mastitis diginda baska faktorlerden de etkinlenebilecegi dikkate alinmalidir.

Vasil ve ark. (99) tarafindan yapilan ¢alismada, bakteri farkliliginin siitiin
dansitesi iizerine etkisi arastirilmig, KNS kaynakli mastitisli siitlerle saglikli siit
arasinda fark bulunamamustir. Yapilan baska ¢alismada ise Streptococcus uberis
kaynakli mastitiste saglikli siite gore dansite degisimi belirlenememistir (176).
Sunulan tez c¢alismasmda da Streptococcus agalactiae ve Staphylococcus
aureus’un neden oldugu mastitisli siitler ile saglikli siit arasinda dansite degerinde
fark bulunmazken, Escherichia coli grubunda ise dansite degerinde azalma tespit
edildi. Kiipliili ve ark. (177) Staphylococcus aureus ile enfekte siitlerde elektrik
iletkenligini en yiiksek degerde (7,53+0,22 mS/cm) bulurken, Escherichia coli,
Streptococcus uberis ve Streptococcus dysgalactiae tespit edilen olgularda elektrik
iletkenlikleri sirasiyla 4,86+0,08 mS/cm, 5,24+0,06 mS/cm ve 5,54+0,11 mS/cm
olarak bulunmustur. Sunulan tezde de siitiin elektrik iletkenliginin en fazla
Streptococcus agalactiae grubunda oldugu gozlendi. Yine Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus gruplarmin elektrik iletkenligi saglikli siitlere gore daha
yiiksek bulundu. Ancak, bu iki grup arasinda fark tespit edilemedi. Bu durumun
daha 6nce yapilan ¢aligsmalarla uyum igerisinde oldugu gozlendi.

Siit kompozisyonu laktasyon sayisi, laktasyon donemi, 1k, yas, mevsim,

bakim ve beslemedeki farkliliklarla degisebildigi gibi mastitise neden olan bakteri
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tirine gore de degisiklik gostermektedir. Staphylococcus xylosus ve
Staphylococcus warneri kaynakli mastitislerde siit kompozisyonu tiizerine olan
degisikliklerin tespiti i¢in yapilan ¢alismada protein ve kuru maddenin azaldigi
belirtilirken, laktoz ve yag oraninda degisimin olmadig ileri siiriilmektedir (99).
Koagiilaz negatif Stafilokoklarin neden oldugu mastitisli siitte yapilan baska bir
calismada da laktoz orami diisiik, protein oranmi yiiksek olarak bulunmustur. Ayni
calismada Escherichia coli ve Staphylococcus aureus kaynakli mastitislerde de
protein yiiksek, laktoz diisiik oranda tespit edilmistir (98). Malek dos Reis ve ark.
(86) tarafindan yapilan ¢alismada ise Staphylococcus aureus’nun neden oldugu
mastitisli siitlerde yagsiz kuru madde ve protein oraninin azaldigi, laktoz oraninin
etkilenmedigi, KNS’lar ve Streptococcus spp kaynakli siitlerde ise yag ve yagsiz
kuru madde oraninda azalma olurken, laktoz ve protein oraninda degisim oldugu
belirtilmistir. Aymi ¢alismada Corynebacterium spp mastitislerinde protein
oraninda artis, laktoz ve yag oraninda azalma goriiliirken, yagsiz kuru madde
oraninda degisiklik olmadigi belirtilmektedir. Streptococcus uberis kaynakli
mastitislerde ise yag ve protein oraninda artis olurken, laktoz oraninin saglikli
olanlara gore farkli olmadig: bildirilmektedir (176). Biiyiik oranda Staphylococcus
chromogenes’in izole edildigi KNS ile enfekte siitlerde yapilan bir ¢aligmada bu
etkenlerin SHS nin artmasina neden oldugu halde, siit bilesenlerine etki etmedigi
de belirtilmektedir (178). Sunulan tezde de Escherichia coli’nin neden oldugu
mastitisli siitte yag orani artarken, yagsiz kuru madde, protein ve laktoz oranlarinda
azalma tespit edildi. Staphylococcus aureus grubunda ise siit bilesenlerinde saglikli
stite gore degisiklik gozlenmezken, Streptococcus agalactiae’da da sadece yag

oraninda artig goriildii. Bu konu ile ilgili gegmiste yapilan ve sunulan tezin verileri

63



de dikkate alindiginda mastitisli siitlerde bakteri tiiriine gbre siitiin
komposizyonunda standardize edilebilecek degisimlerin olmadigr ileri siiriilebilir.
Bu tezden elde edilen veriler 1s181nda asagidaki sonuglara ulagilmistir;

- Siit sigir1 isletmelerinin en 6nemli problemlerinden biri olan Escherichia
coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae kaynakli mastitisli
stitlerde bakteri tiiriine gore bazi sitokinlerin diizeyinde degisimlerin oldugu tespit
edildi. Yine Escherichia coli kaynakli mastitis durumunda siit Th1/Th; polarizasyon
dengesinin Thy sitokinleri yoniine kaydigi goriildi. Staphylococcus aureus ve
Streptococcus agalactiae gibi Gram pozitif kaynakli bir mastitis s6z konusu ise
Th1/Thz polarizasyon dengesinin Thy yoniinde oldugu belirlendi. Mastitisi tedavi
etmekten ziyade koruyucu 6nlemlerin 6n planda tutuldugu da bilinen bir gercektir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda Escherichia coli kaynakli mastitisten korumak
i¢in immiin sistemin Thy yoniinde desteklenmesi gerektigi, Staphylococcus aureus
ve Streptococcus agalactiae’nin neden oldugu mastitislerden korumak igin de Th»
yoniinde desteklenmesi gerektigi kanaatine varildi. Yani, Escherichia coli’ye bagh
mastitis vakalarinda hiicresel immiinitenin giicli tutulmas1  gerekirken,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae etkenleri s6z konusu
oldugunda ise hiimoral immdiinite 6n planda tutulup desteklenmesi gerektigi
gozlendi. Buna bagli olarak yukarida bahsedilen immiin tedbirlerin alinmasi
durumunda siit isletmeleri icin c¢ok biiyiik ekonomik kayiplara neden olan
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae kaynakli
mastitislerden korunma noktasinda biiyiik avantajlarin elde edilecegi kanaatine

varildi.
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- Mastitis siitiin komposizyonunda, elektrik iletkenliginde ve dansitesinde
degisikliklere neden olurken, bu degisikligin siitiin SHS na gore degisebilecegi
gorildii. Ancak, bakteri tliriine gore bu parametrelerdeki degisikliklerin standardize
edilemeyecegi kanaatine varildi.

- Mastitise neden olan bakteri tiiriine gére SHS’nin degisebilecegi, bu
durumun 6zellikle Streptococcus agalactiae enfeksiyonlarinda daha bariz oldugu
tespit edildi. Streptococcus agalactiae mastitislerinde SHS’nin diger tiir bakterilere
nazaran daha fazla artmasina sebep oldugu bir kez daha teyit edildi.

- Siitteki SHS 1ile sitokin diizeyleri arasinda bir iliskinin oldugu &zellikle
SHS nin diisiik oldugu durumlarda TNF-a ve IFN-y diizeylerinin yiiksek, siit
Th1/Thy polarizasyon dengesinin ise Thy yoniinde oldugu ve bu tiir durumlarda da
immiin sistemin Thi yoniinde desteklenmesi ve bunun iginde hiicresel immiin
sistemi destekleyecek uygulamalarin yapilmasi gerektigi kanaatine varildi.

Bu caligmanin sonuglart gelecekte ortaya g¢ikabilecek mastitis olgularinin
teshis, tedavi, koruma ve kontrol noktasinda fayda saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte mastitis etkenlerinin immiin sistem {izerindeki
etkilerinin karsilagtirilmasi, gelecekte yapilabilecek caligsmalar i¢in veri sunmast

acisindan da 6nemlilik arz etmektedir.
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