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Oz

Sunulan g¢aligmanin amaci, ineklerde gebeligin erken donemlerinde olusan mastitislerin ve ortaya
¢ikan mastitis etkenlerinin belirlenmesidir. Calisma materyalini; 2—4 yasli, postpartum 40-80. giinlerde olan
100 bas Holstein ki inek olusturdu. Calismaya dahil edilen hayvanlara PGFaq+0vsynch senkronizasyon
protokolii uygulandi. Tiim hayvanlar ikinci GnRH enjeksiyonundan 12-16 saat sonra sabit zamanli olarak
tohumlandi. Gebelik muayenesi tohumlama sonrasi 30. giinde ultrasonografi ile yapildi. Gebe oldugu tespit
edilen hayvanlara 50, 70 ve 90. giinlerde rektal muayene ile tekrar gebelik muayenesi yapildi. Hayvanlar
embriyonel (0-45 giin) ve erken fotal (45-90 giin) donemde klinik ve subklinik mastitis agisindan kontrol
edildi. Embriyonel donemde ineklere klinik mastitisleri belirlemek igin giinliik fiziksel siit muayenesi yapildi
ve subklinik mastitisleri belirlemek i¢in tohumlama sonrasi 15-30-45. giinlerde CMT ve MC analizi yapildi.
Erken fotal donemde giinlikk klinik mastitis taramasi yapildi ve 50-70-90. giinlerde subklinik mastitis
taramast yapildi. Mastitis oldugu belirlenen ineklerden siit 6rnegi alinarak mikrobiyolojik analiz yapildi. 0—
45. giinler arasindaki muayenede taranan 100 gebe sagmal inegin 1’inde (%1) klinik, 50-90. giinler arasinda
19’unda (%19) subklinik ve 3’iinde (%3) klinik olmak {lizere ¢aligma siiresince toplam 23 (%2 3) farkl inekte
mastitis belirlendi. 50. giinde yapilan muayenede klinik mastitis belirlenen 2, 70. giinde ise klinik mastitis
belirlenen 1 ve subklinik mastitis belirlenen 2 inekte gebelik kaybi sekillenmistir. Sonug olarak klinik ve
subklinik mastitislerin gebeligin ilk 90 giinliik periyodunda siklikla goriilebilecegi ve en fazla mastitise neden
olan etkenlerin S. aureus, KNS ve E. coli oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Inek, gebelik, mastitis.

Evaluation of the Mastitis in Early Stages of Pregnancy in Cows

Abstract

The aim of this study was to determine the effects of mastitis on the pregnancy in the early period of
pregnancy along and the factors affecting the mastitis in this period. The study material consisted of 2-4 years
old 100 Holstein cows on the 40-80" days of postpartum. PGFa.+ovsynch synchronization protocol was
applied to the animals included in the study. All the animals were inseminated at fixed time after 12-16 hours
of second GnRH injection. Pregnancy examination was performed at 30 days post insemination using
ultrasound. The animals found to be pregnant were examined again on the 50™, 70" and 90" days by rectal
examination. The animals were checked for clinical and subclinical mastitis during embryonal (0-45 days)
and early foetal (45-90 days) periods. A daily physical milk examination was performed to identify clinical
mastitis in all cows during the embryonic period and CMT and MC analyses were performed to determine
subclinical mastitis on the 15M-30" and 45" days after insemination. Daily clinical mastitis control was
performed in the early foetal period, and subclinical mastitis control was done on the 50"-70™ and 90" days.
Microbiological analysis was performed by taking milk samples from cows determined to have mastitis.
Clinical mastitis between 0-45 days, subclinical mastitis between 50-90 days and clinical mastitis were
identified in 1 (1%), 19 (19%) and 3 (3%) cows, respectively, totally in 23 of 100 lactating cows during the
study. Two pregnancy losses were occurred in the clinical mastitis identified cows at the 50" day
examination and one pregnancy loss in the clinical and two pregnancy losses were occurred in the subclinical
mastitis identified cows at the 70™ day examination. It was concluded that clinical and subclinical mastitis
may cause pregnancy loss during the first 90 day of pregnancy and most common factors causing mastitis are
S. aureus, CNS and E. coli.

Keywords: Cow, pregnancy, mastitis.
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Giris

Mastitis, meme alveollerinin fibrozisi ve siit veriminde azalma ile karakterize, klinik
ve subklinik seyreden bir hastaliktir (Bastan, 2002; Sahin ve ark., 1997). Siitiin azalmasi,
sagaltim icin ayrilan zaman, tedavi giderleri, sagaltilamayan hayvanlarin elden ¢ikarilmasi
gibi nedenlerle siit¢ii isletmelerde biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Ayrica siit ve
st Urlinlerinin  kalitesini bozarak siit endiistrisinde de Onemli kayiplara neden

olabilmektedir. Ayni zamanda mastitis reprodiiktif parametreleri de olumsuz
etkilemektedir (Arda, 1992; Bastan, 2002; Ozmen, 2001).

Mastitisin sekillenmesinde esas unsur mikroorganizmalardir. Mastitise neden olan
mikroorganizmalar meme bezine genellikle, meme basi kanali veya kan yoluyla yerleserek
mastitise yol agarlar. (Bastan, 2002; Yavru, 2001). Daha sonra ise sistemik etkilere yol
acarak septisemi, viremi veya toksemiye neden olabilmektedir. Bunlarin sonucunda olusan
ates ise gebeligin erken donemlerinde, embriyonik proteinlerin denatiirasyonu sonucu
Olimlere yol agmaktadir. Ayrica bu dénemde agiga ¢ikan prostaglandinler de liiteolizise
sebep olmakta ve sonugta embriyonik Olimler sekillenebilmektedir (Vanroose ve ark.,
2000). Ayn1 zamanda meme ve lenf bezlerinde enfeksiyona yanit olarak salgilanan TNF-q,
IL-1, IL-8 gibi sitokinler de embriyo gelisimini engellenmektedirler (Hansen ve ark.,
2004).

Mastitis ile fertilite arasinda olumsuz bir iliski oldugu son yillarda yapilan
calismalarda ortaya konulmustur. Bu nedenle sunulan c¢alismada; gebeligin erken
doénemlerinde sekillenen klinik ve subklinik mastitislerin ortaya konulmasi ve mastitise
neden olan etkenlerin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Sunulan arastirma Isparta’nin Sarkikaraaga¢ ilcesi ve civarindaki siit inegi
isletmelerinde laktasyon doneminde bulunan, en az bir dogum yapmis, 2—4 yash, canli
agirliklar1 400-500 kg arasinda degisen 100 bas Holstein 1rki inek {izerinde gergeklestirildi.
Inekler serbest sistemde uygun hijyenik kosullarda barindirilmakta olup, yeterli ve dengeli
bir rasyonla beslenmekte, sagimlar1 sagim makinesi ile toplu sagim iinitesinde yapilmakta
ve glinde iki kez sagilmaktaydi.

Calismaya dahil edilen ineklere PGF2, destekli ovsynch senkronizasyon programi
uygulandi. Senkronizasyon oncesi siitte yapilan makroskopik, California Mastitis Test ve
Milk Checker muayenelerinde mastitis tespit edilmeyen inekler ¢alismaya dahil edilmistir.
Senkronizasyon amaciyla ineklere ilk olarak 150 mg PGF., (d-kloprostenol) kas igi
uygulandi (-20. giin). Bu enjeksiyondan 10 giin sonra 10 ug GnRH (buserelin asetat) kas
i¢i yapildi (-10. giin). GnRH uygulamasindan 7 giin sonra PGF», (-3. giin) ve 2 giin sonra
ise ikinci kez GnRH enjeksiyonu uygulandi (-1. giin). Ikinci GnRH enjeksiyonundan 12—
16 saat sonra ise tim hayvanlar sabit zamanli olarak donmus sperma ile tohumlandi (0.
giin, FTAI). Calismaya alinan ineklere, endometritis stiphesini ortadan kaldirmak amaciyla
suni tohumlamadan 2 saat sonra 30 ml fizyolojik serum igerisinde Gentamisin siilfat
(Gentavet, 50 mg/ml Gentamisin siilfat, Vetas) uygulandi. Tohumlama sonras1 hayvanlarin
gebelik muayeneleri 30. giinde real time ultrasonografi cihazi (6.0 MHz linear prob,
Falcovet, Pie Medical, Hollanda) ile yapildi. Daha sonra gebelik pozitif (n=100) olan
hayvanlar 50., 70. ve 90. giinlerde ise rektal muayene ile tekrar kontrol edildi.

Calismada tohumlama giinii (0. giin) siitte yapilan makroskopik, California Mastitis
Test ve Milk Checker muayenelerinde mastitis tespit edilmeyen inekler ¢alisma kapsamina
alindi. Calismada hayvanlar embriyonel (0-45 giin) ve erken fotal (45-90 giin) dénem
olmak {izere 2 ayr1 donemde klinik ve subklinik mastitis agisindan kontrol edildi. Calisma
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stiresince Klinik mastitislerin tanis1 amaciyla her sagim oncesi ineklerin meme loblar1 ve
stitleri muayene edildi. Bu amagla her sagim Oncesi inegin, meme ve meme baslarinin
muayenesi ile siitiin fiziksel muayenesinde Strip Cup Testi uygulandi. Giinliik muayenede
gozle goriilebilir degisiklik ve anormallik (kizariklik, siskinlik, agr1 ve siit yapisinin
degismesi) saptanan memeler klinik mastitis olarak degerlendirildi. Ineklere
tohumlamadan sonraki 15., 30., 45., 50., 70., ve 90. giinlerde subklinik mastitislerin
tanisina yonelik meme ve siit muayeneleri yapildi. Subklinik mastitis olgular1 California
Mastitis Test (CMT) ve Milk Checker (MC) yardimiyla belirlendi. CMT testi uygulanan
hayvanlarin ayn1 meme loblarindan alman siit 6rneklerine ayni zamanda MC testi
uygulandi. MC’m haznesine alinan siit Orneklerinin elektriksel iletkenligindeki
degisikliklere bagli olarak olusacak her meme loblara ait degerler belirlendi. Bu
degerlerin MC’in kendi skalasinda belirtilen standart degerler ile karsilastirilmasiyla
subklinik mastitisler belirlendi. Yapilan muayeneler sonrast klinik ve subklinik mastitis
tanis1 konulan olgular kaydedildi.

Mikrobiyolojik muayeneler i¢in siit 6rnekleri, klinik muayene ve taramalar sonrasi
klinik ve subklinik mastitis oldugu belirlenen memelerden aseptik sartlarda steril tiiplere
(10-15 ml) alindi ve +4 °C’de soguk zincir altinda 2 saat igerisinde mikrobiyoloji
laboratuvarina ulastirildi.

Her siit ornegi Kanli agar, Baird-Parker Agar ve EMB besiyerlerine 0.1 ml
miktarinda yayma plak yontemi ile ekildi. Besiyerleri aerob ortamda ve 37 °C’de 24-48
saat siire ile inkiibe edildi. Hi¢ lireme olmayan ve belli sayidan az iireme olan (birkag
koloni) ornekler kiiltiir negatif olarak degerlendirildi. Kanli agar, Baird-Parker Agar ve
EMB besiyerlerinde iireyen mikroorganizmalar koloni yapisi, gram boyama, mikroskobik
goriiniim ve biyokimyasal 6zellikler yoniinden incelenerek tanimlandi. Etken izolasyonu
yapildiktan sonra antibiyogram sonucuna goére hayvanlara antibiyotik tedavisi uygulandi.

Arastirma Bulgulan

Calismada 30. glinde gebe oldugu tespit edilen 100 bas inek uygulamaya dahil edildi.
Otuzuncu giinde gebe oldugu belirlenen ineklerin 50., 70. ve 90. giindeki muayenelerinde
ise sirastyla 98, 94, 94 bas inegin gebeliginin devam ettigi belirlendi (Cizelge 1).

Tohumlama sonras1 li¢ aylik siire icerisinde muayeneleri yapilan ineklerin 0—45.
giinler arasinda (Embriyonel dénem) 1’inde (%]1) klinik, 50 — 90. giinler arasinda (Erken
fotal donem) 19’unda (%19) subklinik ve 3’linde (%3) klinik olmak {izere calisma
stiresince toplam 23 farkli hayvanda (%23) mastitis vakasi belirlendi. Yapilan CMT
sonucunda bu 23 bas hayvanin 33 adet meme lobunda mastitis oldugu belirlendi. Bu
hayvanlarin 14’{inde (%42.4; 14/33) 1 meme lobu, 8’inde (%24.24; 8/33) ayni hayvanin 2
meme lobu ve 1’inde ise (%4.3; 1/33) ayn1 hayvanin 3 meme lobunun enfekte oldugu
tespit edildi. Ayrica 33 adet meme lobunun, 25 (%75.75; 25/33)’inin subklinik ve 8
(%24.24; 8/33)’inin klinik mastitisli oldugu belirlendi. Mastitis saptanan ineklere herhangi
bir medikal tedavi uygulanmada.

Tohumlamayi izleyen ilk 30 giin icerisinde klinik mastitis oldugu belirlenen inegin 2
meme lobunda enfeksiyon mevcuttu. Bu meme loblarindan alinan siit Grneklerinde,
bakteriyolojik muayene sonucunda birinde E. coli, digerinde ise Koagulaz Negatif
Streprekoklar (KNS) tespit edildi. 50. giinde yapilan muayenede ise 8 inekte subklinik
mastitis belirlendi ve bu ineklere ait meme loblarindan alinan 6rneklerde KNS, E. coli ve
Streptococcus spp. izole edildi. 50 - 70. giin arasindaki donemde yapilan giinliik
kontrollerde 3 farkli inekte klinik mastitis olgusu belirlendi. Klinik mastitis olgusu
saptanan ineklerin hasta meme loblarina ait siit 6rneklerinden yapilan etken izolasyonunda
S. aureus ve KNS tespit edildi. Subklinik mastitis yoniinden 70. giinde yapilan kontrolde
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ise 10 inekte subklinik mastitis olgusu belirlendi. Bu ineklerin hasta meme loblarina ait siit
orneklerinin mikrobiyolojik kontrollerinde S. aureus, KNS, E. coli ve Streptococcus spp.
izole edildi. 70 - 90. giin arasindaki donemde yapilan giinliik kontrollerde herhangi bir
klinik mastitis olgusu ile karsilasilmazken, 90. giinde yapilan siit muayenesinde subklinik
mastitis tespit edilen 1 inegin bir meme lobunda S. aureus tespit edildi. Belirlenen mastitis
etkenleri farkli donemlerde ve ineklerde sekillenmistir.

Calismada mastitis belirlenen 23 inege ait siitlerin mikrobiyolojik incelenmesinde 30
(%90.9) ornekten bakteriyel etken izole edilirken, 3 (%9.1) Ornekten herhangi bir
bakteriyel etken izole edilemedi. Etken izole edilen siit Orneklerinin 22’sinde
Staphylococcus spp., 3’tinde Streptococcus spp. ve 5’inde Enterobacter spp. izole edildi.
Staphylococcus spp. lerinin izole edildigi 22 siit 6rneginin; 13’linde S. aureus, 9°unda KNS
identifiye edildi (Cizelge 2).

Mastitisli siit 6rneklerinden izole ve identifiye edilen mikroorganizmalar ile bunlarin
siklik sirasma gore dagilimlari sayr Cizelge 2°de gosterilmektedir. izolasyon ve
identifikasyonu yapilan 30 6rnegin 13 (%43.33)’1 S. aureus, 9 (%30)’u KNS, 3 (%10)’u
Streptococcus spp., 5 (%16.67)’si de E. coli olarak belirlenmistir.

Cizelge 1. Gebeligin farkli donemlerinde mastitis goriilen ineklerde gebelik kayiplari.

30. giin - 50. giin - 70. giin _ 90. giin i Mastitis
Mastitis Glf:;;ik Mastitis Glf:;t:ik Mastitis G;:;;lk Mastitis Glf:;g'lk Toplam
pnik 1 0 2 2 1 1 0 0 4
S&i'éll?.'sk 0 8 0 10 2 1 0 19
Saglikli 99 0 90 0 89 1 99 0

Cizelge 2. Subklinik ve klinik mastitisli inek sayilar1 ile izole edilen mikroorganizmalarin say1 ve
dagilimi.

Hasta [zolasyon

Hasta Meme  Ornek  Yapilabilen

[zolasyonu Yapilan Mikroorganizmalar

Inek -
Sayisi Lobu Sayist Omek 5 aureus  E. coli KNS S. Dig.
Sayis1 Sayis1
SubKlinik 9 4 6 3 3
Mastitis -0 25 25 25 (%30)  (%13.33) (%20.0) (%10) (%10)
Klinik 4 1 3

Mastitis 8 8 5 (%13.33) (%3.33)  (%10) O 0
Toplam 23 33 33 30 13 > 9 3 3

(%43.33) (%16.67)  (%30) (%10) (%10)

Tartisma ve Sonug¢

Mastitis ile reprodiiktif performans arasindaki iliskinin = degerlendirildigi
caligmalarda, olusan yangiya bagl olarak ates ve yangi iirlinlerinin fertilizasyon Oncesi
kalitesiz oosit, fertilizasyon sonrasi ise zayif embriyo gelisimine neden oldugu
belirtilmektedir. Ovaryumlarda kalitesiz oosit {iiretimi ve buna bagli olarak mevcut
embriyolarin daha sonraki agsamalarda embriyonik/f6tal 6liimlere veya aborta neden oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica postpartum ilk Gstrus ve gebe kalma araliginin uzamasinin ve
anovulasyonun sebebinin, mastitis sebebiyle ortaya ¢ikan semptomlardan ates, GhnRH-LH
salmmminin blokaji ya da negatif enerji dengesinin olusmasima bagli olabilecegi
bildirilmektedir (Chebel, 2007).
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Yapilan bir ¢alismada (Hansen ve ark., 2004), TNF-a, IL-1, IL-8 gibi sitokinlerin
etkileri sonucu hem fertilizasyon dncesinde normal ve saglam bir ovumun gelisiminin
engellenebileceginin hem de fertilizasyon sonrasi olusan embriyonun gelisiminin
engellenebilecegi ifade edilmektedir. Cogunlukla bu etkilerini LH 1n etkilerinin azalmasi
ve embriyonun gelisiminde onemli rolii olan progesteronun diisiik seviyede kalmasinin
neden oldugu ileri siiriilmektedir.

Mastitiste, siit nitrik oksit (NO) ve prostaglandin F2a (PGF2,)’nin  artan
konsantrasyonlarinda korelasyon oldugu ve mastitisli ineklerin kanlarinda artan oksitosin
konsantrasyonlar1 ile birlikte meydana gelen PGFz, metabolitleri bulundugu
bildirilmektedir. Bu bulgular meme bezi enfeksiyonlarinin sistemik bir yanit olusturdugunu
gostermektedir. Bu da bu tiir bilesiklerin organizmada {iretiminin gebeligi olumsuz
etkileyebilecegini gostermektedir (Blum ve ark., 2000; Bouchard ve ark., 1999; Chebel,
2007).

Mastitis olgularinda mikroorganizmalarin gebelik iizerindeki olumsuz etkilerinin,
mikroorganizma tiirleri ve biyokimyasal etkilerine gore de degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir. Ornegin koagulaz enzimi, S. aureus suslarini diger Staphylococcus
suslarindan ayiran en dnemli patojenite kriteridir. Bununla beraber koagulaz enzimi diisiik
oranda da olsa diger bazi Staphylococcus spp.’leri tarafindan da yapilabilmektedir.
Koagulaz enzimi S. aureus suslarinda serbest ve hiicreye bagli olarak bulunabilir. Patojen
stafilokoklarin ¢ogu insan ya da bircok hayvan plazmasini koagiile etme yetenegine
sahiptirler. Bu tip stafilokoklar girdikleri organizmada sahip olduklar1 koagulaz enzimi
sayesinde bir fibrin tabakasiyla kaplanarak fagositozdan korunduklari gibi normal serumun
bakterisit etkisini de engelleyerek patojenite kazanmis olurlar. Bu nedenle koagulaz pozitif
suslar patojen kabul edilirler (Arda, 1992; Erol, 2007). Sunulan ¢alismada da enfeksiyon
goriilen ineklerden 5 tanesinde gebelik kaybina rastlanirken, bunlardan 2’sinde etkenlerden
birinin KNS olmasi, hem K-negatif hem de K-pozitif suslarin gebelik kaybina yol
acabilecegini diislindiirmektedir.

Caligmada senkronizasyonun uygulandigi donemde subklinik ve klinik mastitis
belirlenmemistir. Tohumlamalar Oncesi mastitisin goriilmemesi, tohumlamalar sonrasi
gebe kalma oraninin da yiiksek elde edilmis olmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.
Nitekim Hernandez ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢calismada, presynch-ovsynch senkronizasyon
protokolii araliginda %16 klinik mastitis vakas1 belirlediklerini; tohumlamalar sonras1 28-
50. giin araliginda %17 gebelik kayb1 meydana geldigini bildirmektedirler.

Sunulan caligmada 50. ve 90. giinler arasindaki 40 giinliik dénemde kontrol edilen
hayvanlarin 3’linde klinik mastitise, 19’unda subklinik mastitise rastlanmistir. Bu dénemde
gebelik kaybi 50. giindeki muayenede 2 inekte, 70. giindeki muayenede ise 4 inekte
gorilmiis olup, 90. giindeki muayenede gebelik kaybina rastlanmamistir. Calisma
sliresince 6 hayvanda [mastitis olmayan 1 hayvanda (%1) ve mastitis goriilen 5 hayvanda
(%5)] gebelik kayb1 sekillenmistir. Sunulan ¢alismada etken tespit edilen (S. aureus 4 adet
ve E. coli 1 adet) ineklerden 5 tanesinde (%5) gebelik kayb1 goriilmiis ve mastitisin gebelik
doneminde olumsuz olabilecegi diisiiniilmektedir. Elde edilen bu sonuca benzer olarak
yapilan bir calismada da (9) mastitis ile birlikte diisitk VKS oldugunda gebelik kayiplarinin
daha da fazla oldugu (%16) belirlenmistir. Sunulan ¢aligmada viicut kondisyon skorunun
ortalama 3.5 olmasi, gebelik kayiplarinin daha fazla olmasini engelleyen bir faktor olarak
degerlendirilebilir.

Moore ve ark (1991) yaptiklar1 calismada, mastitise neden olan etkenler arasinda S.
aureus ve E. coli’nin 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu etkenlerin neden oldugu
mastitis olgularinin; anormal Sstrus siklusuna, dogum gebe kalma aralifinin uzamasina ve
diisiik gebelik oranina sebep oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise
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Ozellikle yiiksek somatik hiicre sayisina sahip mastitis vakalarinda embriyonel donemde
gebelik kayiplarina neden olabilecegi kanisina varilmistir (Moore ve ark., 2005). Yapilan
bu c¢alismada da S. aureus ve E. coli goriilen mastitis olgularinda gebelik kayiplari
meydana gelmistir.

Cullor (1990) mastitis olgularinda salgilanan endotoksinlerin  luteolizisi
baslatabilecegini ve yangisal mediyatorlerin salinimiyla gebelik oraninin ve erken
embriyonik yagamin etkileyebilecegini bildirmistir. Moore ve O'Connor (1993), gram (-)
mastitis patojenlerinin  PGF,, iiretimini uyarabilecegini, bunun daha sonra luteal
regresyona neden olabilecegini ifade etmislerdir.

Sonu¢ olarak sunulan calismada, subklinik mastitis olgularina klinik mastitis
olgularina gore daha sik oranda rastlanilmistir. Bununla birlikte gebeligin erken
donemlerinde en fazla izole edilen mastitis etkenlerin S. aureus, KNS ve E. coli oldugu
tespit edilmistir.
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