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D6l Tutmayan ineklerde immunolojik infertilitenin Arastiriimasi
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Ozet: Hayvancilik isletmelerinin gelecegi agisindan ineklerden yavru elde edilmesi ¢cok énemli yer teskil eder. ineklerde
infertilite nedenleri ¢ok cesitlidir. Bunlar arasinda herediter, islevsel (anostrus, subdstrus, kistler), enfeksiyoz hastaliklar,
bakim ve besleme bozukluklari sayilabilir. Gliniimlzde yukarida sayilan bu nedenlerin bulunmadigi durumlarda bile yapilan
¢ok sayida tohumlamaya ragmen bazi ineklerde gebe kalamama olgularinin gérilmesi dikkat g¢ekicidir. Bu ¢alismada infertil
ineklerde immunglobulin seviyelerine bakilarak immunolojik infertilitenin tespiti ve imminolojik infertilitenin goérilme
sikhginin arastiriimasi amaglanmistir. Calismada, Ozel isletmelerde bulunan ve en az 3 kere tohumlandigl halde gebe
kalmayan, rektal ve ultrason ile yapilan muayenede fertiliteye engel herhangi bir bozuklugu bulunmayan, daha 6nce en az
bir kere sorunsuz dogum yapmis inekler kullanilmistir. Tohumlama sonrasi elde edilen kan serumu 6rneklerinde ELISA testi
ile antisperm antikorlari tespit edilmistir. Sonug olarak, normal saha kosullarinda test edilen herhangi bir rahatsizig
bulunmayan, en az 3 kere tohumlanmis ama gebe kalmamis ineklerin kan serumlarinda ELISA testi ile % 14,33 oraninda
antisperm antikorlari (ASA) tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: infertilite, Immunolojik infertilite, Salgisal immunglobiilin A, Suni tohumlama.

Investigation of Immunological Infertility in Repeat Breeder Cows

Abstract: In terms of the future of livestock businesses, obtaining calf from cows is crucial. There are many factors that
prevent fertility. These factors include hereditary and functional problems (an- oestrus, sub-oestrus, cysts), infectious
diseases, and miscarriage. It is noteworthy that some cows do not become pregnant despite the numerous inseminations
even in the absence of an appearent reason. In this study it was aimed to investigate the incidence of immunological
infertility by determining immunglobulin levels in repeat breeder cows. In the study 50 cows which calved at least once and
were not pregnant despite at least 3 subsequent inseminations although they did not have any disorders preventing fertility
as assessed by rectal and ultrasonographic examinations, were used. Antisperm antibodies (ASA) were detected by ELISA
test in blood serum samples obtained after insemination. As a result, ASA were detected in 14.33% of the cows that were at
least 3 times inseminated but not conceived at any time in normal field conditions.

Keywords: Infertility, Inmunological infertility, Secretory immuneglobulin A, Artificial insemination.

Giris

Ureme fizyolojisi alanindaki yapilan galismalara epitel hicrelerine baglanmasini  engellemektir.
ve gelismelere ragmen hayvanlarda infertilite Sperma, disi genital kanaliyla ilk olarak vaginada

olgularinin  %30-40’inda belirlenebilir bir neden
(idiopatik  infertilite)  bulunamamustir.  Birgok
arastirmaci, spermaya karsi olusan antikorlarin
(ASA) idiopatik infertilitenin olusum sebeplerinden
biri hatta en 6nemlisi olabilecegini ifade etmektedir
(Risvanli ve ark., 2005). Vicudun tim mukozal
ylizeylerinde oldugu gibi disi genital kanal mukozal
ylizeyinde de lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz
gibi enzimler ile mukus varligi 6nemli savunma
faktorleridir. Ayrica tim mukozal ylzeylerde en ¢ok
bulunan antikor salgisal immunglobulin A (slgA) ‘dir.
immunglobulin A kandan mukozal yiizeylere
gecerken salgisal bir parga eklenir ve salgisal
immunglobulin A (slgA) halini alir (Rodney ve David,
2017). Boylece slgA  mukozal ylzeylerdeki
enzimlerin yikimlayici etkilerinden korunmus olur.
slgA’nin en 6nemli fonksiyonu yabanci maddelerin

karsilasir. Vaginaya birakilan spermaya karsi disi
immun sistem tarafindan immunosupresif etki
olusturulur. Bu durum spermaya karsi olusabilecek
olan antikorlarin sperme yapisabilmesini engeller.
Seminal plazmada da bir ¢ok immunosupresif
faktoriin varhgi iddia edilmistir (Price ve ark., 1984).
Disi reprodiktif sisteminde enfeksiyon gibi lokal
immun cevabi stimule eden vyardimci faktorler
seminal  plazmanin  immunosupresif  etkisini
degistirir veya spermlerle capraz reaksiyon veren
antikorlarin olusumuna yol acarlar (Wolff ve Schill,
1985). Urogenital kanalda spermaya karsi lokal
olarak olusan bu izoantikorlar, spermatozoonlarin
fonksiyonlari tzerinde farkli etkilere sahiptirler.
Bunlarin arasinda spermatozoon motilitesinde
azalma, migrasyonun engellenmesi ve aglitinasyon
reaksiyonu gibi faktorler sayilmaktadir (Price ve ark.,
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1984; Dogan ve Gokgen, 2001). Disi reproduktif
kanalda, Ostrus doneminde, serviks uterinin
acilmasina paralel olarak immunglobulin G ve
immunglobulin A sinifi antikorlarin ¢ogaldigi tespit
edilmistir (Minbay, 1994).

Bu calismada gecmisinde en az bir kez dogum
yapmis fakat en az 3 tohumlamadan bu yana dol
tutmayan ineklerin infertilite nedeninin
immunolojik yonden arastirilmasi amaclanmistir.
Boylece idiyopatik (nedeni bilinmeyen) infertilite
icinde bulunan immunolojik infertilite oranin
belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (HADYEK) 26.02.2015 tarihli
toplanti 2015-2-9/132 sayili karari alindiktan sonra
caismamiz  baslamistir.  Calismamizda,  6zel
isletmelerde bulunan daha 6nce en az bir kez
dogum yapmis dizenli araliklara Ostris belirtileri
gosterebilen, genital kanalda enfeksiyonlarmetritis,
pyometra, klinik endometris yoniinden muayene
edilen ve genital bir enfeksiyon belirlenmeyen fakat
en az 3 suni tohumlamadan bu yana dol tutmayan
genel saghk taramasi yapilmis 50 bas inek kullanildi.
ineklerin  kizginhk takipleri yapildi.  Kizginhk
doneminde partikiil veya koti koku bulunmayan
seffaf berrak renkli cara gozlemlendi. Kizginhk
belirtileri gosteren ineklerin rektal palpasyon ve
ultrasonla follikiler aktivitesine bakilarak Ostriistin
12-18’inci saatleri arasinda derin ipsi lateral
rektovaginal yontemle suni tohumlamasi yapildi.
Suni tohumlamadan 4 saat sonra juguler venden
antikoagiilanli tiplere kan alindi. Alinan numuneler
soguk zincirde laboratuvara getirildi. Kan ornekleri
(10 ml) standart prosediirle 3000 rpm devirde 20
dakika santriflij edilerek kan serumlari elde edildi.
Elde edilen kan serumlari laboratuvar analizleri
yapilincaya kadar -20 santigrat (BC) derecede
muhafaza edildi. Tohumlamalarda Progeny testi
yapilmis bogalardan elde edilen dondurulmus
sperma payetleri kullanildi. Bireysel farkhliklar
o6nlemek amaciyla ayni bogaya ait spermalari iceren
payetler kullanildi ve kullanim éncesi en az 3 payet
cozdirtlerek tam spermatolojik muayene yapildi.
Serum  orneklerinde  Enzyme-linked Immune
Sorbent Assay (ELISA) testi ile (Kim ve ark., 1999)
antisperm antikorlar tespit edildi. Analizde Yehua
Biological Technology Co., Ltd. firmasindan temin
edilen Bovine secretory immunoglobulin A (slgA)
ELISA kiti kullanildi. Analiz ©6ncesi 6rnekler,
standartlar ve reagentler hazrlandi. Hazirlanan
numunelere ve standartlara, biyotin ve ELISA
coOzeltileriyle etiketlenmis ikinci antikorlar eklendi.
37 °C'de 60 dakika boyunca reaksiyona girmesi
saglandi. Plaka 5 kez yikandi. Ardindan reagent A ve

B eklendi ve renk gelisimi icin ve 37 °C'de 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra durdurma sollsyonu
eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Plaka 10 dakika
icinde Eliza okuyucuda 450 nanometrede 6lgtldi.

Bulgular

ELISA testi sonuglarina goére negatif serum
absorbans degeri 0.380 OD (absorbans degeri)
olarak saptandi. Bu deger ve altindaki absorbans
degeri gosteren kan serumu slgA dizeyleri negatif
kabul edildi. 0.380 ile 0.820 OD araligindaki
numuneler ise ASA pozitif veya negatif olarak kabul
edilmedi. 0.820 OD'dan biiylik absorbans degerleri
ise olumlu bir tepkinin gostergesi olarak kabul
edildi. Bu degerden daha yiiksek absorbans degeri
gosteren kan serumu slgA diizeyleri icin antisperm
antikoru (ASA) pozitif oldugu belirlendi. ASA pozitif
oldugu tespit edilen hayvanlarin orani ise 50 bas
inek arasinda %14.33 olarak kaydedildi.

Tablo 1. inek serumlarinda sigA diizeyleri.

Eliza Testi Sonuglari
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Sekil 1. Serum immunglobulin A (slgA) ELISA sonucu.

Tartisma ve Sonug

Bircok arastirmaci, spermaya karsi olusan
antikorlarin (ASA) idiopatik infertilitenin olusum
sebeplerinden biri hatta en 6nemlisi olabilecegini
ifade etmektedir (Risvanh ve ark., 2005). Bununla
birlikte, ideal laboratuvar ve klinik kosullarda dahi
infertilitenin yalnizca %60-70'inin nedeni
saptanabilir diizeydedir; saha kosullarinda bu oran
%50'den daha asagiya diser. Bu nedenle idiyopatik
infertilitenin nedenlerinin belirlenmesi 6énemli bir
konudur. Son zamanlarda, idiyopatik infertilitenin
nedenlerinden biri olarak immiinolojik faktérlerin
onemli bir rol oynadigl 6ne strilmustir (Alexander
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ve Anderson, 1989; Risvanli ve Kaygusuzoglu, 2004).
Calismamizda elde ettigimiz sonuglar klinik olarak
gebe kalmasina engel bir neden bulunmamasina
ragmen 3 veya daha fazla tohumlamada gebe
kalmamis ineklerdeki infertilite olgusuna
immunolojik faktorlerin etkisi olabilecegi
yoniindedir. Spermatozoonlarin testiste Uretimi
sirasinda genis bir yelpazedeki antijenik yapilar
bilesime eklenmektedir. Bir sperm hiicresi lizerinde
bircok protein bulunur. Bu proteinlerden hangisinin
disi genital kanalinda bir bagisiklik tepkisine neden
oldugu iyi bilinmemektedir. Kadin viicudunda ASA
olusumunu kolaylastiracak spermatozoa Uzerinde
FA1 ve laktik dehidrogenaz C4 gibi bircok antijenik
yap! bulundugu ortaya konmustur (Bradley ve ark.,
1997; Naz, 1999). Reproduktif organlarin ve kanin
icindeki  ASA  varligi  genellikle insanlarda,
laboratuvar hayvanlarinda ve ciftlik hayvanlarinda
infertiliteye yol agmaktadir (Waziri ve Fayemi, 2000;
Srivastava ve ark., 2017). Calismamizda elde
ettigimiz slgA dlzeyleri bu bilgileri destekler
niteliktedir. ASA’dan dolayi infertil olan disilerin
oranini tahmin etmek zordur. Bazi disilerde ASA
olusumuna neden olabilecek bircok faktér vardir. Bu
nedenler arasinda disinin immiinolojik durumu,
sperma konsantrasyonu, ciftlesmenin sayisi oldugu
gibi ayrica disilerde farkli stres kosullari veya
kortikosteroid kullanimi sayilabilir. Buna ek olarak,
spermatozonlarin  kanla temas etmesi sonrasi
hayvan viicudunda ASA'lar gelistigi bilinmektedir;
bu nedenle yangisal durumlar, 6rnegin; metritis,
vajinitis veya ciftlesme sirasinda meydana gelen
travma ve kanamalar bu antikorlarin gelisiminde
onemli rol oynar (Panchal ve ark., 1990). Ciftlik
hayvanlarinin yasam kosullari ve saha kosullarinin
zorlugu distndlince yukarida bahsedilen ASA
olusumuna neden olabilecek faktorlerin sabit
tutulmasi ve ASA oranin tespit edilmesi zor
olabilmektedir. Bu nedenle giftlik hayvanlarinda ASA
oraninin tam olarak tespit edilebilmesi icin stres
kosullari, kortikosteroid kullanimi ve
spermatozoonlarin  diside kanla temasi gibi
durumlarin sabit tutuldugu daha ileri ¢alismalarin
ciftlik hayvanlarinda da vyapilmasi gerektigi
diuslintilmektedir. ASA varliginda ejakiilat hacminin,
sperm  sayisinin, sperma  motilitesinin  ve
spermatozoonlarin baglanma kapasitelerinin
olumsuz etkilendigi bildirilmistir (Zral ve ark., 2002).
Calismamizda  ticari olarak satilan sperma
payetlerinin kullanilmasi ile ejekilat hacmi ve
spermatozoon sayisinin bir 6rnek olmasi saglanmis
ve bu faktorlerin sonuglara etki etmedigi
dislinilmektedir. Suni tohumlama oncesi
kullanilacak payetlerde spermatolojik muayene
yapilmasiyla sperma motilitesinin de sonuglari
etkilemedigi dusinilmektedir. Ayrica ayni bogaya
ait sperma payetleri kullaniimasiyla bireysel

farkliigin sonuclara etki etmedigi distnllmektedir.
Bu bilgiler dogrultusunda o0zellikle dogal asimla
ciftlestirilen disilerde ejekilat hacminin fazlaligi ve
genital kanal yaralanmalan dikkate alindiginda ASA
olusumunun artabilecegi distnilmektedir. Ayrica
ineklerde  suni  tohumlama esnasinda  suni
tohumlama kateterinin ilerletiimesi esnasinda
manipulatif hatalar sonucu sekillenen genital kanal
yaralanmalarinda da ASA olusumunun
goriilebilecegi diisiinilmektedir. ineklerde ASA
varliginin  tekrarlanan  tohumlama nedeniyle
spermlere karsi olusturulan ayni antikorlar veya
spesifik antikorlarla farkli antijenlerin ¢apraz
reaktivitesinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir
(Ahuja ve ark., 2016). Bu bilgi dogrultusunda
ineklerde ayni bogaya ait spermlerin kullaniimasi
immunolojik infertilitenin nedeni olabilmektedir. Bu
faktoriin fertiliteye etkisini azaltmak amaciyla
immunolojik infertil sipheli hayvanlarda farkli boga
spermalari ile tohumlama vyapilmasinin faydal
olacagi distinlilmektedir.

Sonug¢ olarak; normal saha kosullarinda test
edilen herhangi bir rahatsizligi bulunmayan, en az 3
kere tohumlanmis ama gebe kalmamis ineklerin
serumlarinda %14.33 oraninda ASA seklinde
spermlere karsl immunite tespit edilmistir. ASA'nin
bu hayvanlarda infertilite nedenlerinden biri
olabilecegi diisiinlilmektedir. Saha sartlarinda en az
3 kere tohumlanip gebe kalmayan inekler kesime
gonderilmeden imminolojik infertilite yoniinden
degerlendirilmeli, tedavi uygulanip gebelik takip
edilmelidir. Boylelikle basit bir kortikosteroid
tedavisi ile bile bir inek kesimden kurtularak yavru
elde edilebilir ve Ulke genelinde buyik ekonomik
kayiplar onlenebilir. Ayrica ASA’nin sigir ve diger
¢iftlik hayvanlarinda dogurganlik (izerindeki etkileri
Uzerine insanlarda yapilanlara benzer sekilde daha
ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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