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ONSOZ

“Saghk Bilimlerinde Teorik Bilgiler ve Giincel
Akademik Konular’’ isimli kitapta yer alan boliimler hayvan
saglig1 ve giincel arastirmalar konusundaki ¢alismalar1 igermektedir.
Veteriner hekimliginin temel prensiplerini, modern uygulamalarini
ve sektordeki giincel gelismeleri kavramak isteyen okuyucular igin
tasarlanmigtir. Kitabin hazirlanmasinda katki saglayan tiim
akademisyenler, kendi alanlarinda uzmanlik ve deneyim sahibi
veteriner hekimlerdir. Umuyoruz ki, bu kitap, veteriner hekimlikle
ilgili baz1 konularda temel bilgiler edinmek isteyen herkes igin
degerli bir kaynak olacaktir. Kitabin hazirlanmasinda emegi gecen
akademisyenlere ve yayinlanmasina katki saglayan BIDGE yayinevi
ve ¢alisanlarina tesekkiir ederiz.

Aralik 2023
Editor
Doc. Dr. EBRU BILEN
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BOLUM |

Veteriner Obstetrikte Kullanilan Aletler

Atilla YILDIZ!

Giris

Obstetrik manevralarin ¢gogunda insan giici yetersizdir ve
araclara basvurulmasi gerekmektedir. Giliniimiizde Veteriner
obstetrik hizla genisleyen bir brans haline gelmis ve bu alana her
gecen gilin yeni prosediir, cihaz ve aletler eklenmektedir. Veteriner
obstetrikte kullanilan aletler, veteriner obstetriksin talepleri ve
ihtiyaclar1 dogrultusunda tasarlanarak iiretilen iirtinlerden olugsmakla
birlikte, dogum uzmanlarinin goriislerinin farklilik gosterebilecegi
bir alandir. Bir kisinin gereksiz oldugunu diisiinebilecegi, digerinin
ise onsuz bir obstetrik vakaya yaklagsmayacagi araglar vardir
(Hopper, 2021). Veteriner hekimler kosullara bagli olarak gesitli
dogum aletleri ve malzemeleri kullanirlar. Veteriner obstetrik
aletlerinin tasarimi basit olmali, pratikte karsilasilacak tiim anormal
durumlarda 1s gérmeli ve daha az deneyimli kisiler tarafindan,

1 Prof. Dr., Firat Universitesi
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anneye zarar verme tehlikesi olmadan kullanilabilmelidir. Genel
olarak obstetrik aletler vajinal dogum, ameliyat veya fetotomiye
ozeldir (Smith, Hostetler & Westphal, 2009). Temel obstetrik kit
ihtiyaclar arasinda en az iki obstetrik zincir, iki tutacak, bir fetal
cikarici, bir Krey cengeli ve temel ameliyat cantast bulunur.
Epizyotomi, tek uzantinin alinmasi (kismi fetotomi), sezaryen gibi
islemler icin temel bir ameliyat paketine ihtiya¢ vardir (Hopper,
2021). Yukarida kisaca belirtilen tiim aletler, pek ¢ok uygulayici
tarafindan gerekli goriilen obstetrik araglardir. Bu enstriimanlarin
tamaminin, spesifik yonteme uyum saglayan deneyimli
uygulayicilarin  elinde kullanilabilecegi yaygin kullanimlariyla
kanitlanmistir. Bu boliimde, veteriner obstetrikte kullanilan aletler
ve onun resimleri ile kullanimlarin1 tanimlamanin ¢ok agik ve basit
bir sekilde sunulmasinin obstetrik operasyonlarin manevrasi igin
gerekli olan ¢esitli obstetrik ekipmanlara asinalik olusturacagi
disiiniilmektedir.

Fetiisiin ¢ekilmesi veya ¢ikarilmasi i¢in kullanilan aletler,
ensizyon veya kesip ¢ikarmak icin fototomide kullanilan aletler,
itme ve dondiirme i¢in kullanilan aletler ve cesitli ekipmanlar olmak
tizere obstetrik aletler ¢esitli kategorilere ayrilir (Kumar, 2009).

Cekis icin kullanilan aletler

Dogum zinciri ve zincir tutucular1 (Tutac/tutucu

sap/elcik)
DR el

Gibbons modeli | Moors (Muixs) modeli

Buzagimin dogumuna yardimer olmak i¢in kullanilirlar. Bu
kiskaglara bir alternatiftir. Zincirler, yavrunun bacaklarina travma
gelmesini Onleyen diiz halkalardir. Zincirler saglam, paslanmaz,
tercihen piirlizsiiz olmalidir. Paslanmaz ¢elikten yapilmis olanlar
tercih edilmelidir. Daha ucuz olan krom kapli zincirlerde krom
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zamanla korozyona ugrayarak zincirlerin paslanmasina neden
olacag1 icin bu tiir zincirlerden kag¢inmilmalidir. Buzagilarin alt
uzuvlarma uyacak sekilde yapilmis kavisli u¢ halkasina sahip, 75-
150 cm uzunlukta ve rahat uygulanabilir olmalidir. Obstetrik
zincirler 53, 76, 114 ve 152 cm uzunluklarda elde edilebilmektedir.
Temizlenmesi ve sterilize edilmesi kolay olmalidir. Tutaglara
kolaylikla takilip baglanabilecek nitelikte olmalidir (Estill, 2020;
Hopper, 2021).

Tutaglarda, optimum yo6n ve ¢ekme giicii i¢in herhangi bir
baglantida zincirlere uyan bir kanca bulunur. D halkas1 seklindeki
kulplarin (Moore'un/Muir'in OB kulplart) kullantminin ac1 verici
olmasi ve iki elin ayn1 anda kullanimini veya tutusunu kisitlamadan
cok fazla gii¢ uygulamanin imkansizlig1 sebebiyle kullanigsizdirlar.
Bunun yerine, daha genis bir tutus saglayan ve daha fazla g¢ekis
uygulanmasina olanak taniyan boru tipi tutaglar1 (T-bar/Gibbon'un
tutacaklar1) daha kullanighdir. Bir tutag olarak, bir siipiirge sap1 veya
silindirik bir tahta parcasi veya metal borudan yapilmis birkag tutag
iyl sonug verir. Sadece iki adet 12 inglik parga kesilir, obstetrik
zincire bir kayma digimii yapilir ve sap kayma diigiimiiniin
halkasina sokulur. Kavrama ve ¢ekis kuvvetini arttirmak icin her iki
el de kullanilabilir ve operatdriin rahatsizligini azaltir (Estill, 2020).

Anterior presentasyonlarda dogum zincirleri  kisrak
yavrularinda bukagilik ¢ukurluklarina inek yavrularinda ise topuk
oynagi ust kismina, uclarindaki halkalar yardimiyla kolayca tespit
olunur. Zincir veya ip uygulanirken yavrunun zarlari bunu
engelliyorsa kesilebilir, yirtilabilir veya bir tarafa c¢ekilebilir (Aksit,
1975).

Bukagilik ¢evresine ¢ekis uygulamasindan dnce zincir siki
bir sekilde baglanmali veya tirnagin koroner bandi iizerinden asagi
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kaydirilmamalidir. Aksi taktirde tirnak cekilmeye bagli olarak
cikabilir. Zincirlerin topugun {ist kismina tatbiki yeglenmelidir.
Nadir durumlarda kemigin epifiz bolgesinde yogun cekme ve
zincirin sikismasi nedeniyle bacakta kirik meydana gelebilir. Bu
sebeple dogum zinciri topuk ekleminin yukarisina veya bukagilik
cevresine yerlestirilmelidir. Bu sayede zincirin koroner bant
tizerinden agag1 kaymasinin oniine gegilir ve gii¢ her iki tarafa da
dagitilir. (Alagam, 2010; MEB, 2017).

Bir sigir fetiisiine obstetrik zincir uygulamanin en yaygin
yontemi, zincirin ilmegini topuk ekleminin iizerine yerlestirmek ve
bukag1 ¢evresine yarim bir baglama yerlestirmektir. Ekstremitenin
dorsal yiiziine traksiyon uygulanir (Kilicoglu & Alagam, 1985).

Dogum Ipleri

Dogum ipleri alt ceneye, basa, boyuna ve ayaklara kolaylikla
baglanabildiginden ve dis ve tirnaklara zarar vermediginden
zincirlere gore daha giivenlidir. (MEB, 2017).

Biiyiik disilerde kullanilacak dogum ipleri 1,5 m kadar
uzunlukta yarim ile bir cm kalinlikta kendir veya naylondan yapilmis
saglam ve yumusak olmalidir. Kaynatilabilmeli ve dezenfektan
soliisyonlar i¢ine konuldugunda sertlesmemelidir. Ipin bir ucu halka
teskil etmeli veya madeni bir halka buraya yerlestirilmis olmalidir
(Erk, Doganeli & Akkayan, 1980) .
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Bu ipler genellikle yavruyu ¢ekip ¢ikarmada buzagilarda
bukagilik cukurlugunun yukarisina (metatarsus ve metekarpuslar
lizerine) veya taylarda bukagilik g¢ukurluguna vyerlestirilir. Bu
manipiilasyon i¢in ipin ucu diger uctaki halkadan gecirilir. Meydana
gelen hareketli ilmek sikica ekstremitelere yerlestirilir. Basa
gecirilecek ipler yular baghk tarzinda tatbik edilir. Yavrunun alt
cenesine gegirilen ipler ne kadar hafif ¢ekilirse ¢ekilsinler ¢ceneyi ve
kesici disleri pargalayacagindan bu pratik bir uygulama degildir.
Yavruya baglanan ipler ¢iplak elle yeteri kadar ¢ekilemeyecegi gibi
elleri de yaralayabileceginden serbest uglar1 sopalara baglama
suretiyle ¢cekme kolayca yapilir (Aksit, 1975).

Bu ipler basi ¢ekmek ve diizeltmek i¢in ¢esitli ilmek ve
yularlar halinde de kullanilabilir.
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Ipler kullannmdan once dezenfekte edilmelidir. Iplerin
genellikle bir ucunda, ipi gecirmek ve bir halka olusturmak i¢in bir
ilmek mevcuttur. Ilmek bulunmuyorsa disarida bir diigiim yapilir.
Cekmek i¢in bir halat ya da zincir tutacit kullanilabilir (MEB, 2017).

Onden gelislerde iplik alt mandibulaya takilabilir. Ipin
kaymasint onlemek icin siki baglanmali ve yogun g¢ekmelerden
kacinilmalidir. Aksi taktirde kirik sekillenebilir. Cekme tek kisi
tarafindan orta derecede kuvvet kullanilarak giivenli bir sekilde
yapilabilir. Fetiisiin 6lmiis oldugu durumlarda basin arkasindan
boyna zincir gecirilerek ¢cekme nadiren uygulanir. Bu durumda
yavrunun bast ve agzi elle yonlendirilerek ¢ekilmelidir. Bu
uygulama canli yavrularda tehlike arzeder. Oksipital bolgedeki
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omurlara ve omurilige hasar verebilir. Kedi ve kdpeklerde fetiisiin
¢ekilmesi i¢in 2.5-5 cm uzunlugunda steril gazli bez kullanilabilir
(Erk, 1967; MEB, 2017).

Buzag Kiskacr/Kapam

™

Buzaginin dogumuna yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir.
Bu naylon kapl1 kablo, bagli oldugu viicut kisminda sikilmayan bir
kilitleme cihazi ile donatilmistir. Distosi ile ugrasirken fetiisiin farkli
bolgelerine kiska¢ uygulamak i¢in kullanilir. Bu, bir kafay1 uygun
hizaya getirmek ve buzagi dogana kadar yerinde tutmak i¢in ¢ok
yararlidir. Buzagida bas ve ayaga traksiyon (¢ekis) uygulamak i¢in
kullanilabilir. Buzag1 basi1 kiskaci, zorla ¢ikarma sirasinda bag ve
boyun hizasini korumak i¢in kullanighidir. Boyundaki sinirlerin hasar
gormesini  Onlemek i¢in kafaya asir1 kuvvet uygulamaktan
kacimilmalidir (Estill, 2020).

Bovine OB Kiskaci

\ ______._‘I‘_________-——"--

Bovine OB kiskaci, cerrahi ihtiyaca bagli olarak daha kii¢iik
veya daha biiylik hale getirilebilen ayarlanabilir bir kafa halkasina
sahiptir. Bu kiskag¢, ilmegin boyutunu ayarlayan kayan bir
boyunduruga sahiptir (Anonim 1, 2023).
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Kuzulama Aleti

Dogum kanalindan bir kuzunun dogumuna yardim etmek
amaciyla kullanilir. Kuzunun 6n bacaklariin ¢evresine bir halka
yerlestirilir ve koyunun kasilmasi nedeniyle kuzu kolayca disar
cikarilir. Kiskag¢ 6zellikle annenin legen kemiginin dar ve deforme
oldugu durumlarda veya kuzunun olaganiistii biiylik bir kafasi
oldugu ve gegitte el, kuzu kafasi ve 6n ayaklar icin yeterli yer
olmadigt durumlarda kullanighdir. Ayrica kuzu kafasinin rahim
icinde geriye biikiilii kaldig1 durumlarda da faydalidir (Anonim 1,
2023).

Domuz Kiskaci

i

B

Biiylik domuz yavrulari dogum kiskacit kullanilarak
dogurtulabilir. Obstetrik kiskag, kiskacin {ist ucunda bir halka
olusturacak sekilde ikiye katlanmis, paslanmaz celik, plastik
kaplamali bir tel iizerinde birbirine sabitlenen iki esnek plastik
tiipten olusur. Telin diger ucunda plastik bir sap bulunur. Halka
domuz yavrusunun basinin, {ist ¢enesinin veya arka bacaklarinin
lizerine yerlestirilebilir. Anterior presentasyonlar icin halka iist
cenenin ¢evresine (Sekil 1) veya kulak arkasina yerlestirilir. Bu
durumda ¢ekme sirasinda boynun giiclii fleksiyonunu 6nlemek igin
plastik tiipiin {ist ucu mandibulanin altina yerlestirilmelidir (Sekil 2).
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Tel halka her iki tarafta ¢ene kemiginin ventral kenari boyunca
uzanir ve plastik tiipiin iist kism1 domuz yavrusunun ¢enesinin altina
ayarlanir. Posterior presentasyonlar icin, kiskagin halkasi dizlerin
iizerine sabitlenir (Sekil 3). Bir kisi kiskacin sapini tutar ve diger kisi
(veteriner hekim) halkayr domuz yavrusunun basinin veya
bacaklarinin etrafina sabitler. Daha sonra domuz yavrusunu
dogurtmak icin asag1 dogru bir hareketle ¢ekis uygulanabilir (Schuh
& Kurth, 2005).

Sekil 1.Kiskacin iist geneye  Sekil 2. Kiskacin mandibula ~ Sekil 3.Kiskacin dizlerin
uygulanmasi altina yerlesktirilmesi iizerine sabitlenmesi

Fotal Ekstraktor (Dogum Krikosu)

-

HK buzag: cekme makinesi Vink’in dogum krikosu

Bir buzagmin dogumuna yardimct olmak i¢in
kullanilmaktadir. Her iki ucundan uzun bir govdeye baglanan ve
mekanik olarak kaldirilip indirilebilen biiyiik bir metal levhadan
olusur. Kol boliimii tizerindeki kayis, inegin kalcalariin {izerine
yerlestirilmistir. Obstetrik zincirleri veya kayislar1 buzagimin
bacaklarina takilir. Buzagi ¢ekicinin saftt boyunca, kabloyu bir
makaraya saran bir mandala bagli bir kablo bulunur. Kablo, obstetrik
zincirlerine takilir ve kullanici, inegin kasilmalari ile ve dogru
acilarda c¢alisirken, buzagiy1r ine8in i¢inden nazikge c¢ikarir.
Buzaginin hem omuzlari hem de basi (ii¢ sey), buzagi krikosu
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kullanilmadan o6nce elle pelvise yerlestirilmelidir (Sonsthagen,
2019).

Dogru kullanildiginda ¢ok faydalidir. Zincir veya ipler fetusa
baglandiktan sonra cihazin kolu sirayla yukari asagi kaldirilip
indirilmek suretiyle traksiyon uygulanir. Fetusun yukari-asagi, saga-
sola hareket ettirilebilmesi nedeniyle biiyiik avantaj saglar.

Dogum krikosu epidural anestezi altinda ve dikkatli
kullanilmalidir. Dogum kanalindaki asir1 basing sebebiyle ana ve
yavruda hasar meydana gelebilir. Canli fotiista solunum baslamissa,
islem esnasinda solunum kaslarinda siddetli gerginlik nedeniyle
olusabilecek asfeksinin Onlenmesi ic¢in belirli bir dinlenme
siresinden sonra cihaz aralikli olarak kullanilmalidir (MEB, 2017).

Buzagi krikosuyla bir buzagiya 2500 Ib'ye (1000 kg) kadar
germe uygulanabilir, bu da hem buzagiya hem de anaya zarar verir.
Bununla birlikte, dogru kullanildiginda, operatoriin  minimum
eforuyla buzagiya kontrollii, yonlendirilmis, aralikli kuvvet
uygulanmasina yardimci olabilir. On bacaklar1 aym anda tek
omuzdan disar1 dogru hareket ettirebilme 6zelliginden dolay1 ¢ift
etkili tipi tavsiye edilmektedir. Kranial prezentasyonlu bir vakada
kullanildiginda, buzagiy1 ¢ikarmak i¢in 6n bacaklara doniisiimlii
olarak traksiyon uygulanirken, buzaginin basin1 ve boynunu
yonlendirmek i¢in bir kafa kiskaci yerlestirilmesi Onerilir. Cogu
inek, krikoyla c¢ekis uygulandiginda hemen yatar, bu nedenle
krikoyu takmadan 6nce inegi sag tarafina yatirmak genellikle iyi bir
fikirdir. Cekis uygulamanin yolu, zincirlerdeki boslugu almak,
ardindan krikonun uzak ucuna yavasca asagr dogru kuvvet
uygulamaktir. Buzagi geriye dogru ilerledikce zincirlerin gevsekligi
alinip islem tekrarlanir. Omuzlar vulvay1 gecene kadar bu yapilmaya
devam edilir. Bu noktada buzag dondiiriiliir, bosluk alinir ve
krikonun ucu memeye dogru veya inegin arka bacaklar1 arasina
dogru c¢ekilir. Bu, kalca kilitlenmesini Onleyecek ve buzaginin
dogum kanalinin normal yaymi takip ederek dogurmasini
saglayacaktir. Buzagi posterior presentasyondayken, buzaginin
kalgalar1 vulvadan c¢ikana kadar diiz bir sekilde geriye dogru
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kaldirmaya baglanir, ardindan krikonun uzak ucu memeye dogru ve
inegin arka bacaklarinin arasina ¢ekilir (Estill, 2020).

Forseps
- O e ™ v Sl gs.q
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Annenin itici kuvvetlerinin fetiisiin glivenli bir sekilde
dogumunu saglamak i¢in yeterli olmadigr durumlarda, fetiisiin
basinin ¢ekilmesini ve donmesini saglayan bir alettir. Bir nevi
kuvvetli penstir. Kollar1 bazilarinda delikli, bazilarinda deliksizdir.
Yavrunun basini kavrayacak sekilde ¢ukur veya oyuktur. Veteriner
obstetrikte koyun, kec¢i, domuz, kdpek ve kedilerde nabiz bulunan
gobek kordonunun prolabsusu durumu, anormal gelis ve
pozisyonlarda, biiylik boyutlu fetal kafa vakalarinda ve dogumun
uzamig 2. evresi vakalar1 gibi fetiis i¢in tehlikeleri gidermek
amactyla ¢ok cesitli forsepsler kullanilmaktadir. On kisim yarn
kavisli, yuvarlak ve piirlizsiizdiir, bu da fetal doku veya genital
sistemin yaralanmasini Onler; genellikle fetiisiin basi forseps ile
cekilir (Sonsthagen, 2019).

Gilic dogumda hayvan tiirlerine gore farkli boyutlarda
forsepsler kullanilmaktadir. Kopeklerde Roberts'in ipten forsepsi,
cift ceneli forsepsler, Hobday tipi forsepsler veya sponj forsepsler
kullanilmaktadir. Kii¢iik hayvanlarda Moller’in dogum forsepsi, De
Bruin’in dogum forsepsi ve Sewell’in dogum forsepsleri de
kullanilmaktadir. Cift g¢eneli forsepslerin tutulacak kisimlarinda
kii¢iik bir ¢ikint1 bulunur bu da gevsemeyi dnler ve mukozayi delmez
(MEB, 2017). Metal forsepsler canh fétiislere uygulanirken dikkatli
olunmalidir. Dogum kanali ve yavruda kolayca hasar olusabilir.
Anada alt uterin segment, serviks, vajina ve perinenin travmatik
lezyonlari, S imfizin ayrilmasi, sakro-iliak eklemin ¢ikigi, koksiks
kirngr veya ¢ikigr gibi kemik yaralanmalari, dogum sonrasi
travmatik kanama ve veziko-vajinal fistil; yavruda yanlis
yerlestirilmis forseps ¢eneleri nedeniyle yumusak doku sikigsmasi
veya kafatas1 yaralanmasi gibi komplikasyonlar sekillenebilir, bu
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nedenle ¢cekmeden Once ¢enelerin kapali ve kilitli oldugundan emin
olumalidir (Anonim 2, 2023).

Dogum Pensi

— L“,.'::E )
— e =t
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Hauptner dogum pensi

Daha cok kedi ve kiigiik boy kopeklerin giic dogumlarinda
ise yarayan dogum pensi Santimetre taksimatli bir sapin ucunda
oynakli ve pliriizlii bir kisma sahiptir. Parmaklarla pens uglar1 agilip
kapanabilir. Sol elin parmaklar1 rehberliginde pensin ucu vaginadan
yavruya kadar yoneltilir ve glic doguma sebep olan bolge iizerine
pens yerlestirilerek yavru disariya ¢ekilir. Birgok olaylarda bu aletle
istenen sonug saglanabilir (Erk, 1967).

Domuz Dogum Penseti

\ ~

'\..,__J_

Bir domuz yavrusunu dogurtmaya yardimci olmak igin
kullanilir. Menteseli, egimli alan, rahim i¢cinde degil, bir bast veya
kalgayr kavrayabilmesi i¢in acgilacak sekilde tasarlanmistir
(Sonsthagen, 2019).

Cubuk/Bar(Vectis)




Uzun sapli ve sap ugclar oval delikli bir alettir. Iki halkanin
ylzii zit yonlerde olup sap ile 15°'lik bir a¢1 yapar. Sapin uglar
yavrunun basima uyum saglayacak sekilde ¢ukur veya oyuktur.
Veteriner obstetrikte genel olarak kiigiik ciisseli kopekler ve
kedilerde kullanilmaktadir. Cubuk oksiput veya fetiisiin bagka bir
belirgin kismi {lizerinden gegirilir ve pelvise veya parmaga sert ve
hafif bir bask1 uygulayarak fetiis vajinaya dogru ¢ekilir (Sonsthagen,
2019; Purohit, 2022).

Cengeller

Glic dogumlarda yavrunun ¢ikarilmasi i¢in kullanilan
cengeller sapli, sapsiz, kiit veya sivri uclu, tek veya ikili olabilirler.
Cengeller yavruyu yakalamak i¢in en iyi bir vasitadir. Cengeller
kullanilirken ¢ok dikkatli olunmalidir. Bir el daima tesbit edildigi
yerden kaymamasini saglamak icin vaginada bulundurulmalidir.
Cengeller orbitalara, mandibulaya, columna vertebralis’e
palatinum’a takildig1 gibi kas kitlesi i¢ine de takilabilir (Erk, 1967).
Ucu sivri ¢engellerin genital yol igerisinde tasinmasi sirasinda sivri
ucu mantarla kapatilmalidir. Iple birlikte daima kisa cengeller
kullanilmalidir. Ucu sivri ¢engeller siklikla operatdriin  veya
hayvanin yaralanmasina neden olur. Bu nedenle oOlii fetiiste
kullanilmalidir. Canli fetiiste cogunlukla kiit ¢engeller kullanilir
(Kumar, 2009).

Goz Cengelleri

. [ -
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Freyberger'in kit gz cengeli O

Olii fetiislerde keskin gdz gengeli, canli fetiislerde ise kisa
sapli, kiit tipi (Ostertag's/Harms) kullanilirlar. G6z c¢engelleri,
bas/boyun biikiildiigiinde ve kafa kiskaci yerlestirilemediginde ¢ok
ise yarar (Erk, 1967). Go6z c¢engeli canli ya da 6lii yavrularda goze
uygulandiginda kafayr c¢ekme islemi kolaylikla yapilabilir.
Cengellerde bir halka ile tutturulmus bir parca naylon halat
kullanilir. Cengel goziin medyan kantusuna 45° ac1 ile uygulanir ve
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disaridan bir yardimci siirekli ¢ekme islemi uygulayarak halati
gergin tutar, boylece ¢engel yerinden ¢ikmaz aksine daha iyi yerlesir
(Sonsthagen, 2019).

Ostertag Kiit Goz Cengeli, sterilize edilebilen ve yeniden
kullanilabilen, 1siyla sertlestirilmis cerrahi sinif paslanmazdan
yapilmistir. Bu aletler bir kanca ve bir halkaya sahiptir ve hayvan
iireme islemlerinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Anonim 3,

2023).

Freyberger ¢engeli (kiit gz cengeli) Canli fetiisiin goziiniin
medial kantusuna sabitlenerek kafay1 ¢ekmek igin kullanilir (Basu &
ark., 2021).

Harris Goz Cengeli: Cengel, olii fetiisiin ¢ekilmesi i¢in
kullanilir. Cengel kesigin arkasina veya goziin i¢ kantusuna
yerlestirilir (Kumar, 2009).

Viyana Cift Obstetrik ¢engeli, menteseli kiit bir goz
cengeline sahiptir. Kiit tasarim, atravmatik obstetrik uygulama i¢in

idealdir. Bu enstriimanlar ayn1 zamanda parmak halkali sap
tasarimina da sahiptir (Anonim 4, 2023).

Krey Obstetrik ¢engeli (Cok Eklemli Cekis Cengeli)

Krey Schottler'in Cengelinde, hareketli bir halkaya sahip 4
adet mentese baglantisi (hareketli baglanti) bulunur. Bu, 6lii fetiisiin
kuvvetle c¢ekilmesi ic¢in kullamilir. Kafa veya g6z kiiresine
yerlestirilir. Cekis sirasinda kancalar fetiisiin dokularina girer ve
dogum kanalinin yirtilmasini onler. Ayrica embriyotomi yaparken
fetlisti tutmak i¢in de kullanilir. Cengeller, fetiisii sabit tutmak igin
onu kavrar. Bu c¢engel olii fotiislerde ve fototomi operasyonu
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esnasinda yavrularin herhangi bir kismina kolayca tatbik edilebilir.
Fetal ekstremite mevcut olmadiginda c¢ekim uygulamak igin
kullanilir. Her zaman bir iple sabitledikten sonra fetal viicudun
kemikli kismina uygulanir (Basu & ark., 2021).

William’mn Uzun Obstetrik Cengeli

< — O }ﬁ . >

William’in uzun kiit ¢cengeli

Uzun ¢engeller, cengelin karsisindaki ugta bir tutaga sahiptir.
Genel olarak, uzun ¢engeller vulvanin disindan opere edilebilir
(Kumar, 2009).

William’in uzun sivri ¢engeli

Embriyotomi operasyonu i¢in kullanilir. Elin ulagsamadigi ve
ylizeyin kaygan oldugu fotiistin bolgesini tutmak amaciyla kullanilir.
Bag, damak kemeri, omurga ve pelvis lizerine uygulanabilir

Cengellerin sabitlenmesi i¢in basta en iyi yer symphysis
mandibulae, damak, géz ¢ukuru, kulak kanali ve alt ¢enenin dis
acisidir. Fetiis yasiyorsa damak kemerine uygulanan kancalar dogum
sonrast emme giicligli yaratabilir. Cengellerin sabitlenmesi i¢in
omurgada en iyi yer omurganin gévdeleri, bunlarin enine ¢ikintilar
(prosesus transversus) veya kaburgalardir. Cengellerin sabitlenmesi
icin pelviste en iyi yer kotiloid bosluklar, pubis, obturator foramen,
sakrum tabani ve posterior presentasyon ilium saftidir (Kumar,
2009).

Obermayer'in Anal Cengeli

(e =22 =

Uzun bir sap ve bir tarafta gz (halka), diger tarafta kancadan
olusur. Makat gelisi sirasinda kullanilir ve fetiisiin ¢ikarilmasi igin
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aniis yoluyla fetiisiin pelvisine uygulanir veya but bdlgesine
yerlestirilir (Barman, Das & Chakraborty, 2023).

Vogel (Alman) Cengeli

Posterior prezentasyon distosisinde fetiisiin aniisii yoluyla
iskiorektal fossaya uygulanarak traksiyon uygulamak i¢in kullanilir
(Anonim 5, 2023).

Fetiisiin parcalarim1 kesmek (fetotomi) i¢cin kullanmilan
aletler

Deri alt1 fetotomide kullanilan aletler

Deri alt1 fetotomi, 18. yiizyilda fetiisii parcalamak i¢in
kullanilan aletlerin kullanildigi, rahmi korumak ve ¢ekis noktalar
saglamak icin fetiisiin cildini saglam birakmak i¢in gelistirildi. Bu
teknik terk edilerek perkiitan fetotomi teknigine geg¢ilmistir (Hopper,
2015).

Gizli Bistiirisi/ Korumali embriyotom

- ‘ H
Robert'in embriyotom| bagagd Smbityotom higab Surguluembnyotomrmgagn

Gli¢ dogumlar sirasinda yumusak dokular {izerindeki ve
serviks uterinin sklerozunda yapilacak ensizyonlar ile rahim i¢indeki
Olu bir fetiisiin uzantilarin1 kesmek icin kullanilir. Asitli, anasarka
veya amfizematoz fetiislerde boyutun kiiciiltiilmesi ve kolay dogum
i¢in rahim icindeki sivi veya gazin bosaltilmasi ic¢in fetiiste kesi
yapmak i¢in de kullanilir. Bigagin bicagi dogum kanali i¢inde kolay
kullanim i¢in sakli veya gizlenmistir. Kapali olarak is gorecegi
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bolgeye kadar gotiiriiliir, orada diigmesi itilerek keskin ucu disariya
cikarilir. Boylece istenmeyen yaralanmalarin oniine gecilmis olur
(Erk, Doganeli & Akkayan, 1980).

Fototomi Bicag: / Parmak Bistiirisi/ Embriotom

I- ; \ »
L P mum A

Giinther'in halkal embriotorm e Linde’in halkali embri otomu Uzun cmbeiperasm pammak b

Parmak embriyotomi bicagi yavrunun derisi ve yumusak
dokular1 {izerinde ensizyonlar yapmak ve ayrica 6lii fetiistin farkli
yerlerini keserek boyutunu kiigiiltmek ve disar1 ¢ikarmak igin
kullanilir. Bunlar1 uterusta manipiile etmede siklikla zorluk yasanir,
ancak bunlar dogum telinin kesim i¢in yerlestirilmesine yardimci
olmak, doguma yardimci olmak i¢in 6lii bir fetiisiin i¢ini ¢ikarmak
veya amfizematdz bir fetiiste gaz1 ¢ikarmak icin deriyi veya diger
dokuyu kesmek i¢in yapilabilir. Bigak, dogum i¢in kafanin hacmini
azaltmaya yardimci olmak amaciyla hidrosefali fetiisiin ince
kafatasin1 delmek igin kullanilabilir (Dascanio & McCue, 2021).
Cesitli sekilleri vardir. Bu alet avug igine sigacak sekilde
tasarlanmigtir. Yiiziik gibi parmaga gegirilecek bir veya iki halkalar
bulunur. Isaret parmagi halkamn igine kaydirilir ve bicagmn {ist
kisminda kivrilir. Bu, bigagin  kesim igin uygun alana
yonlendirilmesini saglar. Parmak halkaya ge¢irildigi zaman aletin
keskin ve sivri ucu avug iginde gizlenmek suretiye genital kanalin
yaralanmasi 6nlenmis olur (Sonsthagen, 2019).

Spatula

Ufak bir kiirege benzer. Cesitli bigimleri vardir. Kdseleri
yuvarlak ve kiit olanlar genital kanalda yaralanmalara sebebiyet
vermezler. Deriyi deri altt yumusak dokulardan ayirmada
kullanilirlar. Deri alt1 embriyotomi i¢in en yaygin olarak Keller'in
yart keskin spatulasi kullamilir. Keller''n yar1 keskin spatulasi
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ozellikle ekstremite dekortikasyonu ve ardindan govdeye bagh
kaslarin boliinmesi i¢in yararhdir (Alagam, 2010).

Keski

Abdominal ve torasik i¢ ¢ikarma sirasinda cildi ayirmak igin
kullanilir ve amfizemat6z fetiiste de kullanilir (Barman, Das &
Chakraborty, 2023).

Pelvik Keski

i |

Kalsifiye olmayan pubik simfizi pelvik kanali genisleterek
fetlistin dogmasina izin verecek sekilde ayirmak i¢in kullanilir. Bu,
ortopedik osteotomun daha biiylik bir versiyonudur. Pelvis
tabanindaki vulvanin ventral komissiiriiniin altinda kiiciik bir kesi
yapilir. Keski, kasik simfizine yerlestirilir ve bir tokmakla vurulur;
bu dogum kanalin1 genisletir. 26 ayliktan kiigiik az gelismis sigir
diivelerinden biiyiik boy fetiislerin dogurtulmasinda kullanilir. Yasl
hayvanlarda veya sagmal diivelerde endike degildir (Sonsthagen,
2019).

Perkiitan fetotomide kullanilan aletler

Perkiitan fetotomi, destekli vajinal dogum i¢in fetiisii
parcalara ayirmak veya kiiciik pargalara ayirmak amaciyla deriyi,
kaslari, kemigi ve bag dokusunu kesmek icin orgiilii bir teli testere
gibi kullanir.

Fototom

e o-—___g_q7 e —t— O
Benesch (Neubarths) U | Thygesons fetatome  Tel testere gegiric

Oli bir fetiisii, cikarilmasma yardimeci olacak sekilde
parcalamak amaciyla kullanilir. Fétomun i¢inden bir obstetrik tel
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testere gegirilir; testere ileri geri hareket ederken annenin hassas
dokularim1  korur. Gili¢ dogumlarda yavrunun uterus icinde
parcalanarak c¢ikarilmasini saglayan bu aletin ¢esitli sekilleri vardir.
Biiytik disilerin giic dogumlarinda ¢ok kullanigh bir fétotomdur
(Noakes, Parkinson & England, 2019). Teknigine uygun olarak
kullanilig sirasinda genital kanalda higbir yaralanma meydana
getirmez (Sonsthagen, 2019). Thygessen embriyotumu 70 cm
uzunlugunda, birbirine sikica sabitlenmis iki madeni boru ile bu
borularin i¢inden gegen Oriilmiis paslanmaz celik telden ibarettir.
Her tiipiin 6n ucu, en sert ¢elikten yapilmis delikli yuvarlak bir kafa
tasir. Bagliklar birbirine ve borulara baghdir ve aletin toplam
uzunlugu 73 cm'dir (29 % ing). Tiipler, alete saglamlik vermek igin
ii¢ enine koprii ile birbirine baglanmistir ve arkadaki ¢ikarilabilir bir
tutamak tasir. Testere icin ¢elik tel testere kullanilir. Neubarth'in
fetotomu, 75 ¢cm (30 ing) uzunlugunda, iki par¢a halinde yapilmis ve
bir vidali baglanti ile baglanmis tek bir metal borudan olusur. Kafa
mile vidalanmistir. Aletin bas dahil toplam uzunlugu 80 cm'dir
(Kumar, 2009).

Tel testere yavrunun kesilecek kismina yerlestirildikten
sonra elle kontrol edilip kesecegi yerden kaymamasi saglanir.
Yarimciya verilen emirle kesme islemi baslatilir. Kesme islemi,
testerenin sap takili uglarn sirayla kuvvetli olarak genis kulaclarla
cekilerek yapilir. Béylece yumusak dokular oldugu gibi kemiklerde
kesilir. Uygulamasi kolay, ¢cok pratik ve kesin sonug veren bir alettir
(Erk, 1967).

Dogum Teli/Tel Testere/Gigli'nin Tel Testeresi
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Olii bir fetiisiin ¢ikarilmasma yardimci olmak igin
cklemlerini parcalamak gayesiyle kullanilir. Paslanmaz ¢elikten
yapilmis, spiral seklinde iist iiste sarilmis, her iki ucunda elle tutmak
icin tutaglari bulunan ve fetiisi kesmek icin kullanilan bir
malzemedir. Fetal kismin amputasyonu i¢in tek seferde yaklasik 10
fit tel kullanilir. Bu, ileri geri siirtiildiiglinde kemigi ve siniri kesen,
kablo benzeri kaba bir malzemedir. Parcalar ¢ikarildigi i¢cin buzagi
inekten ¢ekilebilir (Sonsthagen, 2019).

Tel testere gegirici

Montaj1 i¢in vidalanabilen ii¢ pargadir. Tel testereyi fototom
tiiplerinin i¢inden gecirmek icin ucu c¢entikli ince bir ¢ubuk
kullanilir.

Tel testere sapi

®© CS 7

Thygeson'un modeli
Fetotomi ameliyati sirasinda tel testereyi g¢ekmek igin
kullanilir. Thygene desenli (diiz), Top seklinde, D seklinde veya
halka seklinde olmak iizere farkli tipleri mevcuttur.

Polson'un tel testere sapi: fototomi yapilirken tel testereyi
sabitlemek i¢in kullanilir. Teli tutmak i¢in kullanildig: gibi, fetotomi
ameliyat: sirasinda da sap olarak kullanilabilir.

T-sekilli tel testere sapi: Sap, kiiciik bir delige sahip iki
metalik yarim kiireden ve tel testereyi sabitlemek i¢in metalik bir
merkezi vidadan olusur.

Top tel testere sapi: tel testereyi yerine sabitlemek i¢in kiiclik
bir delik ve metalik merkezi vidaya sahip iki metalden olusur. Sap,
normal el manipiilasyonlarinin imkansiz oldugu durumlarda
kesilecek fetal kismin etrafinda tel testereyi tasidigindan, testere
klavuzu olmalidir (Anonim 6, 2023).
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Obstetrik Tel Kilavuzu/Embriyotom Tel Kilavuzu/Tel
Geg¢irme Aleti/Halat Tasiyici

Lindhorst Modeli b

Obstetrik tel klavuzunun Schrieverers Modeli, Zwick
Modeli, Sands Modeli ve Lindhorst Modeli olmak iizere birgok
cesidi mevcuttur (Purohit, 2022). Kavisli bir tutamak, telin
gecirildigi agirlastirilmis bir ampul yapiyla biter. Obstetrik telini
kesim i¢in uygun alana ydnlendirmeye yardimci olmak i¢in
kullanilir. Ayrica bunlar ipleri ya da zincirleri bir organ etrafinda
dolastirmada da kullanilirlar. Thygessen’in tel testeresini pelvis
etrafinda dolastirirken de bunlardan faydalanilir (Sonsthagen, 2019).

Vacufat Embritomu

Berlin'den Profesor Schottler ve Becker'in talimatlarina gore
yapilan bu aletin amaci, kotii konumlanmig fetal pargalar ¢ikarmak
degil, cok biiyiik fetuslarin hacmini azaltmaktir. Bu tiir bir kii¢iiltme,
vertebral govdenin ve ayni anda kaburgalarin iist ekstremitelerinin
cikarilmasiyla elde edilir; G6vde mimarisinin bu ana parcalarinin
ortadan kaybolmasinin gogiis kafesinin ezilmesine neden oldugu ve
enine ¢aplarin 6nemli dl¢iide azaldig1 anlasilmaktadir. Ayrica fetiis
cok esnek hale gelir, 6n ekstremitelere uygulanan ¢ekis nedeniyle
uzar ve pelvik siray1 kolayca gecer.

Cihazin kullanimi ¢ok karmasik degildir. Anterior
presentasonda fetiisiin bas1 6nceden kesiliyor ve bir sapla donatilmis
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iletken T sap1 agik kalan omurilik kanalina sokuluyor, béylece ucuna
giden mafsalli bigak yukar1 dogru ¢evriliyor. Bu sapin ucu bel
omurlarina (kanalin girisinde olmasi gereken kirmizi ¢izgi ile
gosterilir) ulastiginda keskin bir darbe ile ¢ikarilir: Bu manevra, iki
omur arasina yerlestirilen mafsalli bicagi kaldirir, bdylece trefin tiipii
R'yi yonlendirebilmek i¢in govde sikica sabitlenmis halde birakilir.
Bir bobin B ile donatilmis olan bu, eksen olarak hizmet veren iletken
govdeye kivrilir. Bir asistan, ilmegin takilabilecegi metal bir kanca
(C) vasitasiyla saft1 giiglii bir sekilde ¢ekerken, operator tiip-trefin'i
bir burgu gibi manevra eder. Alet hizl1 bir sekilde niifuz eder ve bes
dakika i¢inde tirtikl1 kenar bel omurlarina ulasir. Omurga ekseninin
kesilen kismini tamamen ayirmak i¢in tahrik gubugunun sagina tam
bir doniis yapmak yeterlidir. Aletin ¢ikarilmasiyla omurlar,
kaburgalarin komsu uglar1 ve bunlara uygulanan kas kiitlelerinden
olusan bir silindir, boslugundan ¢ikarilir.

Posterior presentasyon i¢in teknik biraz daha karmasiktir.
Pelvisin bir kisminin 6nceden kesilmesi gerekir; Bu amagla iskial
tiiberozitenin tizerindeki deri ve kaslar yaklasik 10 santimetre kadar
dikey olarak kesilir. Bu yaraya bir zipkin kancasi sokulur ve uygun
sekilde tutuldugunda pubis veya iliumun 6n kenarina sabitlenir; Bu
kanca, daha once bahsedildigi gibi manevra yaparak femurun st
kismini, pubisi, iskiyumu ve kotiloid kavite bolgesini kesen trefin
tiipli i¢in bir tahrik ¢ubugu gorevi gorecektir; karsilik gelen iiye
boylece kolayca ¢ikarilir. Ayni iglem diger tarafta da tekrarlanir ve
daha sonra oOnceki sunumda belirtildigi gibi c¢alisarak lomber
bolgedeki vertebral kanali agiga ¢ikarmak ve iletken gubugu buraya
yerlestirmek kolaydir.

Transversal presentasyonlara gelince, cihaz, harika hizmetler
sunabilecek gibi goOriinmiiyor. Bugiin i¢in pratik Onemi
bulunmamaktadir (Robin, 1927).
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Fetiisiin Yoniinii Degistirmek (Geri itme ve Dondiirme)
icin Kullanilan Aletler

Geri Itme i¢cin Kullamlan Aletler

-<e‘1 in itme gatal

B i

Bazen, buzag kotii pozisyonda oldugunda ve dogum
kanalina girdiginde, annenin disar1 atma cabalar1 bu hapsolmayi
artirir ve ters etki yapar. Daha sonra bu disar1 atma ¢abalarina karsi
miicadele etmek ve uzuvlarin yeniden konumlandirilmasi (uzuvlari
acmak, uzatmak, basi agmak) i¢in gerekli alana sahip olmak
amaciyla buzagiy1 kafatasindan karin bosluguna (rahmin i¢ kismi)
dogru itmek gerekir (Robert, 1986).

Itisin  basaris1  annenin  disari  atma  ¢abalariyla
dengelendiginden, bunlarin &nlenmesi ve dolayisiyla karin
kasilmalarinin azaltilmasi, hatta ortadan kaldirilmas1 gerekir. Bu, bir
iifleyici veya burun biikiicii kullanarak agrinin hafifletilmesiyle
(endorfin {iretimini uyararak), inspirasyonun engellenmesiyle veya
lordoz refleksinin aktive edilmesiyle veya son olarak lokal veya
loko-bolgesel anestezi ile baslangi¢ noktasi pelvik itme refleksinin
bloke edilmesiyle miimkiindiir (Noakes, Parkinson & England,
2019).

Itmede kullanilan aletler distosi durumunda yavrunun belirli
bir bolgesine daynip pelvik ve karin boslugunda rahim i¢indeki
fetiisii itmede yardimci olmak tizere kullanilan sapa takili aletlerdir.
Buzagilarda 6zellikle kivrim eklemlerin esneme pozisyonundaki yer
degistirmelerinin diizeltilmesinde vazgeg¢ilmez bir yardimcidir
(Alagam, 2010). Williams’in ucu c¢atalli olan ve uzatilip
kisaltilabilen iticisi, fotiistin pelvis kanali i¢inde sikistigi durumlarda
kullanilabilir. Bu ¢atall1 itici ile fotiis asagy, ileriye ve yukari-ileriye
ve yana ileriye itilebilir. Khun'un ucu ¢atalli iticisi de fetiisiin kolay
manipiilasyonu i¢in alan yaratmak amaciyla uterustaki fetiisii itmek
icin kullamlir. Itici ihtiyaca gore uzatilmis cubuk yardimiyla
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uzatilabilir. Bu, sapl ve kancali basit bir gelik bastondur. Uzuvlarini
hareket ettirebilecek alan kazanmak amaciyla buzaginin geri
itilmesine olanak tanir. Veteriner hekim tarafindan yerine
yerlestirilebilir, daha sonra yetistirici tarafindan itilirken veteriner
uzuvlarin konumunu yeniden ayarlar. Sap baldirt itecek sekilde
tutulmali ve karst ucu baldira zarar vermeyecek sekilde
yerlestirilmelidir. Ayrica Gunter’in itme catali, Binz’in itme catali
ve Reindl’in iki yada {i¢ ¢atal u¢lu itme ¢atali kullanilir. Bazilarinin
ortasinda sivri bir ¢ikinti bulunur, bdylece yavrunun viicuduna

saplanip kaymasi 6nlenmis olur. Bu sivri uglu iticileri 6lii yavrularda
kullanmak gerekir (MEB, 2017).

Fotiisii Dondiirmede Kullanilan Ara¢ Gerecler

. P < —_—

Cammererin detorsiyon gatali Cornell'in detorsiyon gubugu GYN-stick detorsiyon qubugu

Yavrunun dondiiriilmesi amaciyla kullanilan  farkhi
modellerde dondiirme cihazlar1 bulunmaktadir. Bunlar anormal
pozisyonlari longitidunal presentasyona doniistiirmek igin kullanilir.
Bu anormal pozisyon uterusun hafif ila orta dereceli, 90° ila 240°
torsiyonuna bagli olabilir. itmede oldugu gibi, operatdriin kollari
veya obstetrik zincirler iizerindeki dogru ¢ekis yoni, biiylik tek
dogumlu hayvanlarda fetiisiin uterusun veya dorso-sakral veya
dorso-pubik pozisyonlarinin birgok torsiyonunu diizeltecektir
(Robert, 1986). Yavruyu dondiirmek icin bacaklara takilan manset
ve zincirlere gegirilmek suretiyle kullanilir. Bu islem i¢in Cornell'in
detorsiyon c¢ubugu rahatlikla kullanilabilir. Rahim agzinin agik
oldugu bir rahim torsiyonu durumunda, Cornell detorsiyon ¢ubugu
kullanilarak rahim diizeltilebilir. Tlk énce buzagmin 1 bacaginmn
etrafina bir zincir ilmegi yerlestirilir, ardindan ayni zincirden bir
ilmek, detorsiyon ¢ubugunun 1 ucundaki halkanin i¢inden gegirilir.
Bu halka daha sonra kars1 bacagin etrafina yerlestirilir ve detorsiyon
cubugu, halka baldirin bacaklar1 arasina gelinceye kadar ilerletilir.
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Son olarak zincirin serbest ucu sikica gekilerek ¢ubugun karsi
ucundaki halkanin i¢inden gegirilen bir sopanin etrafina sarilir. Sopa,
buzagiy1 ve rahmi normal pozisyona dondiirmek i¢in bir sap olarak
kullanilir (Estill, 2020).

Cammerer'in detorsiyon ¢atali, Uterin torsiyon durumlarinda
fetlisii uzunlamasina ekseni boyunca dondiirmek i¢in kullanilir. Bu
operasyonda 1,5 metrelik zincir ve operatoriin  kollar
kullanilmaktadir. Caemmerer'in dondiirme c¢atalinin kullaniminda
iki uzun ve saglam ipe ihtiyag vardir.

GYNstick yeni ve basit bir aractir. GYNstick'i bir torsiyon
catal1 buzaginin bacaklarini sabitlemek i¢cin 6n ucunda kapali bir
acikliga sahiptir. Buzagmin bacaklarina buzagilama ipleri
uygulandiktan sonra ipler 6n agikliktan ¢apraz olarak gegirilir. Daha
sonra halatlar, cubugun arka ucundaki aynm1 zamanda detorsiyon
cubugu icin de kullanilan agikliga sikica baglanir. Artik asistan
dondiirme ¢ubuguna kuvvet uygulayabilir ve bir torsiyon momenti
olusturabilir. Ciddi yapisal gerilim altinda plastik GY Nstick stabildir
ancak ayni zamanda iyi bir esneklik gosterir. Bu 6zelligi, uygulanan
donme kuvvetinin dogru sekilde kontrol edilmesini saglayarak
buzaginin bacaklarinin kirilmasini 6nler (Pourcel, 2023).

Fotiisii rahim i¢inde dondiirmek i¢cin hemen hemen tiim uzun
sapli aletler kullanilabilir. Ozellikle elle tutulabilen pargalar cihaza
baglanip el yardimiyla kullanildiginda fetus arzulanan yoéne
rahatlikla dondiirtilebilmektedir.

Sezeryan Cerrahi Kiti: bistiiri, sigcan disli forseps, makas,
alt1 adet hemostat, igne tutucular, dikis makasi, yuvarlak govdeli ve
kesici dikis ignelerini kapsar. Rahmin karin igerisinde derin bir
sekilde agilmasimnin gerekmesi durumunda Robert embriyotomi
bicagi da dahil edilmelidir (Jackson, P. G. (2004).
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BOLUM II

Siit Inekciligi Mastitinde Tamsal Yaklasimlar

Atilla YILDIZ!

Giris

Son yillarda siitgiiliikte diinya ¢apinda belirgin bir evrimi
yansitan biliyiikk degisiklikler yasanmaktadir. Neredeyse tiim
sanayilesmis iilkelerde, siit hayvanciligindaki mevcut egilimler, bir
yanda inek ve siirii sayisinin azalmasi, diger yanda ise siirli
biiyiikliigii ve inek basina laktasyon veriminin artmasiyla karakterize
edilebilir. Siirii sayisinda ve inek sayisindaki azalmaya karsin, iyi
yonetilen ¢iftliklerde yillik yaklasik %2 artisla inek ve laktasyon
basina ortalama verim 10.000 kg'a yiikselerek istikrarli bir sekilde
arttig1 goriilmektedir. Siit hayvanciliginin bu yeni kosullarda, klinik
vakalarla baglantili olarak uygulanan teshis prosediirlerine ek olarak
meme sagligi durumunun rutin olarak incelenmesi i¢in bir¢ok
yontemler, prosediirler, stratejiler ve kavramlar gelistirilmektedir.

1 Prof. Dr., Firat Universitesi
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Bu yoOntemlerin ¢iftlikte kolay, hizli ve dogru bir sekilde
gerceklestirilebilmesi, ¢iftgiler ve veteriner hekimler tarafindan
mastit tedavisi i¢in hizli bir sekilde harekete gegilebilecegi anlamina
gelir. Laboratuvar diizeyinde degerlendirilen ve kullanima sunulan
pek cok teshis vardir, oysa sahada uygulanabilirlik pek ¢ogunu ise
yaramaz hale getirmektedir. Ayrica, tim sagmal ineklerden numune
alimmasiyla ilgili lojistik ve mali hususlar, birgok teknigin genis
capta benimsenmesine engel olmustur. Mastit tanisina yonelik
tedbirlerin dengeli bir maliyet-fayda iligskisine odaklanmasi
gerekmektedir. Farkli yangisal parametreleri 6lgmek i¢in otomatik
cevrimici meme sagligi izleme sistemlerinde daha fazla gelismeler,
ideal olarak meme loblar1 aras1 degerlendirme puani i¢eren ¢ok etkili
ve ucuz bir teshis araciyla sonuglandirabilir. Boyle bir sisteme
sadece biiyiik siirlilerde degil ayn1 zamanda ortalama biiytikliikteki
stiriilerde de ekonomik nedenlerden dolay1 ihtiya¢ duyulmaktadir
(Hogeveen, 2005). Baslica tanisal testler, bir enfeksiyonun mevcut
olup olmadigina ve mevcut bir enfeksiyon varsa buna spesifik olarak
neyin sebep olduguna karar vermek i¢in yapilir. Genel olarak mastit
tespit yontemlerinin mevcut durumun degerlendirilmesi, mastitin
etkili bir sekilde kontrol edilmesi ve iyi siit kalitesinin saglanmasi
icin uygun teshis olanaklarini da ortaya ¢ikaracaktir.

Mastit

Mastit terimi, siitte ¢esitli fiziksel ve kimyasal degisiklikler
ve hastaligin tiiriine bagli olarak meme dokusunda buna karsilik
gelen patolojik degisiklikler ile karakterize edilen meme bezinin
yangisin1 tamimlar (Shahid, & ark., 2011). Ineklerde mastit, siit
inekg¢iliginde siit iiretiminin azalmasi, ineklerin elden ¢ikarilmasi
veya hayvanlarin iiretken Omriinlin azalmasi, ila¢ masraflar,
tedaviden kaynaklanan antibiyotik kalintilariyla kontamine olmus
pazarlanamayan siit veya siit lirlinleri ve siit iirlinlerinin kalitesinin
diismesinden kaynaklanan kayiplart kapsayan ve optimum ¢iftlik
verimliligini,  siit  kalitesini  ve  siit {riinleri  arzinin
gergeklestirilmesini engelleyen yaygin, kontrolii zor, kompleks ve
multifaktoriyel bir hastaliktir (Yildiz, 2001; Smith, 2015; Semenov,
& ark., 2021).
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Mastit, enfeksiyoz ve non-enfeksiydz (kimyasal, termal ve
mekanik uyarimlar) ajanlar tarafindan olusturulmakla birlikte
etyolojisinde  ¢ogunlukla birgok enfeksiyéz ajanlar  rol
oynamaktadir. Epidemiyolojileri ve patofizyolojileri temel alinarak
bu patojenler, genellikle enfekte bolgelerden diger bolgelere ve
ineklere yayilan bulasici (kontagiydz) mastite neden olanlar, normal
meme derisi sakinleri olup firsat¢1 mastite neden olanlar, genellikle
inegin ¢evresinde bulunan ve o kaynaktan memeye ulasan ¢evresel
mastite neden olanlar ve sporadik olup genellikle siiriideki yalnizca
bir inegi veya birka¢ inegi etkileyen bakteri ile mantar, kiif, alg ve
viriis gibi bir¢ok mikroorganizmalar1 kapsar (Williamson & Di
Menna, 2007; Constable & ark., 2016; Morales-Ubaldo & ark.,
2023). Sigirlarda mastite neden olan patojenler ayrica major
patojenler (klinik mastite neden olanlar), mindr patojenler (normalde
subklinik mastite neden olan ve daha az siklikla klinik mastite neden

olanlar) ve yaygin olmayan mastit patojenler olarak da ayrilir
(Constable & ark., 2016).

Streptococcus agalactia, Staphylococcus aureus,
Corynebacterium bovis ve Mycoplasma bovis mastitlere sebep olan
kontagiydz mikroorganizmalardir (Constable & ark., 2016; Peek &
Divers, 2018; Li & ark., 2023). Bulasici patojenlerin rezervuarlari,
enfekte ineklerin meme bezi ve siitiidiir (Tarazona-Manrique & ark.,
2019). Siirii iginde sagim hijyenine dikkat edilmemesi durumunda
sagimcinin eli, meme temizliginde kullanilan bez, siingerler ve kirli
sagim basliklar1 ile inekler arasinda yayilmaktadir. Bu grup
bakteriler meme igerisinde fazlaca ¢ogalarak uzun siire devam eden
subklinik mastitlere yol agar. Siitte ¢ok sayida bakteri bulunur
(Tiwari & ark., 2013; Kiligarslan, 2021).

Cevresel mastit, normalde ¢evrede bulunan mastitin hafif ve
orta dereceli formlarina sebep olan Escherichia coli, Enterobacter
spp, Klebsiella spp, Proteus spp, Pseudomonas spp ve Serratia spp
gibi Gram negatif mikroplar ve Streptococcus disgalactiae ve
Streptococcus uberis gibi bazi Gram pozitif bakterilerden
kaynaklanir. Ayrica mastit maya ve kiiflerden de kaynaklanabilir
ancak siit¢ii siiriilerde bu durum diisiiktiir (Tarazona-Manrique &
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ark., 2019). Cevresel mastit, genellikle sigirlarin sindirim kanalinda
("koliformlar" olarak anilir) veya digki, toprak, yataklik materyali ve
giibre gibi ¢evrelerinde bulunan potansiyel patojenlerden
kaynaklanir (Tiwari & ark., 2013). Islak ahir zemini risklidir ve kis
aylarinda daha ¢ok goriiliir. Somatik hiicre sayisinda pek artig
goriilmez (Kiligarslan, 2021).

Firsatg1 mikroorganizmalar: Staphylococcus aureus disinda
yaklasik olarak 50 Stafilokok tiirli bulunmaktadir. Koagiilaz negatif
stafilokoklar (KNS), meme basi derisi firsat¢1 mastit patojenlerinin
en yaygin olamidir. Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, , Staphylococcus simulans, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
scrimi ve Staphylococcus chromogenes sigir mastitinde yaygin
olarak karsilasilan KNS tiirleridir (Tiwari & ark., 2013). Klinik
bozukluk olusturmazlar. Somatik hiicre sayisinda ¢ok az artisa neden
olurlar ve sublinik enfekte memelerde 1.000.000 civari sayiya ulasir.
Nadiren siitte pitht1 ve flakon goriiliir. Normalde saglikli meme

derisinde bulunur, firsat bulursa meme kanalina girer (Kiligarslan,
20021).

Inek mastitleri inflamasyonun derecesine gore klinik,
subklinik ve kronik mastit olmak {izere 3 sinifa ayrilabilir (Cheng &
Han, 2020). Mastitin klinik formu; meme dokusunda ve siitte
meydana gelen makroskobik degisikliklerle karakterizedir. Klinik
mastit, gorsel incelemeyle tamimlanan, siitte gozle goriiliir
degisikliklerin yan1 sira enfeksiyon ve inflamasyonun klinik
belirtileriyle kendini gosterir (Tomanié, Samardzija & Kovacevic,
2023). Klinik inek mastiti, kirmizi ve sismis meme ve siit ineklerinde
ates gibi gozle goriiliir anormallikler ile belirgindir ve kolayca tespit
edilir. Inegin siitii flakon ve pihtilarin varligiyla sulu goriiniir.
Stitteki yliksek somatik hiicre sayist (SHS) yani sira patojen
mikroorganizmalar da mevcuttur. Klinik mastit siiresine gore
perakut, akut ve subakut ve inflamasyonun derecesine bagl olarak
ta hafif, orta veya siddetli olarak alt bolimlere ayrilabilir (Haxhiaj,
Wishart & Ametaj, 2022). Siddetli klinik vakalarda enfekte loblar
siser ve sicak, sert ve dokunmaya duyarl hale gelir. Ayrica hasta
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ineklerde depresyon, sinirli davraniglar ve istahsizlik gibi hastalik
belirtileri de goriiliir (Atasever & Erdem, 2008). Siddetli klinik
mastit vakalar1 olimciil olabilir. Klinik mastitin aksine, subklinik
(latent) mastit memede veya siitte gozle goriliir bir anormallik
gostermez. Diger ifadeyle, subklinik mastit, memede veya siitte dig
degisiklikler gibi fark edilebilir herhangi bir sesmptom veya bulguyla
ortaya ¢ikmaz, ancak subklinik mastitlerde siitiin miktari, bilegimi ve
iceriginde onemli degisiklikler sekillenmektedir (Khasanah & ark.,
2021; Semenov & ark., 2021). Kronik mastit ise, birka¢ ay siiren,
diizensiz araliklarla klinik alevlenmelerin meydana geldigi
inflamatuar bir siirectir (Cheng & Han, 2020). Uzun siireli
subkronik ve kronik mastitte, meme bezinin etkilenen lobunun
parankiminin kaybi (atrofi) olabilir (Martins & ark., 2019; Semenov
& ark., 2021).

Mastite Tanisal Yaklasimlardaki Gelismeler

Mastitin erken tanist, liretim kayiplarini azaltmak ve iyilesme
sansin1 arttirmak ac¢isindan 6nemlidir. Yetistiriciler tarafindan
mastitin tespitinde kullanilan en yaygin yontem siitte pihti, flakon ve
memede gorsel yangisal degisikliklerin gézlemlenmesidir. Tespit
sirasinda hastaligin tahribati ¢ok fazladir ve hayvan enfeksiyonun
ileri bir asamasinda oldugu i¢in bu yontemler son derece yetersizdir.
Bazen mastit kronik hale gelir ve bu da bireysel bdlgelerin fibrozuna
yol agarak siit tretimini biiyiik Ol¢iide diisiirmekte ve sonunda
hayvanin elden ¢ikarilmasina yol agmaktadir (Srivastava & ark.,
2015). Bu nedenle mastitin 6nlenmesi veya mastitin yonetim veya
tedavi amacl erken tespiti i¢in teshisin erken, hizli ve dogru olmasi
gerekir. Bu, geleneksel ve gelismis tani testlerinin uygulanmasini
kapsar. Geleneksel yontemler nispeten ucuz, kolay, hizli bir sekilde
elde edilebilir ve sahada uygulanabilir, ancak genellikle spesifik
degildir. Gelismis testler maliyetlidir, teknik beceri ve karmasik
altyap1 ve tesisler gerektirir, ancak genellikle dogru ve farkli mastit
tirleri i¢in spesifiktir (Sharun & ark., 2021).

Klinik mastit tanis1 siitteki lokal ve sistemik reaksiyonlara ve
degisikliklere (6rnegin renginin bozulmasi, sulu, kanli goriiniim ve
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flakon, piht1 ve irin varlig1) dayanmaktadir (Sharma, Pandey &
Sudhan, 2010). Klinik mastitin saha bazinda tanis1 genellikle
anormal siit sekresyonlarinin tespitine, meme baslarinin ve meme
simetrisinin goriiniimiine ve memenin palpasyonuna dayanir; bu
durum bezin normal ya da anormal kivamini gosterir ve akut veya
kronik bir duruma isaret eder (Kour & ark., 2023).

On Siitiin Kontrol Edilmesi

Hafif klinik mastit, sagim rutininin bir pargasi olarak dahil
edilmesi gereken On sagimla tespit edilebilir. Klinik mastitte siitiin
fiziki gorliniimii strip kap adli (6n sagim kontrol kupasi) bir aletle
siitlin fiziksel goriiniimii incelenmektedir. Strip kabi1 siyah plastik
veya ebonit bir malzemeden iiretilmektedir. Strip kap (Sagim
kupasi) testi i¢in siyah arka plan amacina gore 6zel olarak iiretilmis
siyah arka plan olusturacak sekilde bir kapagi mevcut olan
magrapalar, beyaz bardaklar da kullanilabilir (Anonim, 2016).
Bunlardan bagka herhangi bir siyah yilizeyden de faydalanilabilir. Bu
yontem, sagim oOncesi siitiin siyah bir yiizey lizerine alinip patolojik
goriiniim ag¢isindan incelenmesiyle gergeklestirilir (Alagam & Sahal,
1997). Strip kap kontrolii, siitiin dogal rengi olan beyaz ile siyah renk
arasindaki karsitlik sebebiyle siitteki fiziksel degisikliklerin
kolaylikla tespit edilmesini saglar. Normal saglikli bir meme
lobundan sagilan siit, strip kabta ince bir tabaka olustururken, grimsi
beyaz bir siit halkasi, kronik mastit veya memenin tahrisi sebebiyle
siitiin sulandigmin bir emaresidir (Bastan, 2010). On siitii kontrol
etmenin birgok avantaji olmasina ragmen bazi potansiyel
dezavantajlart da vardir. Yilda 100 inek basina yalnizca 35 klinik
mastit vakasinin bulundugu ortalama bir siiriide, bakicinin bir mastit
vakasini tespit etmek i¢in neredeyse 8000 meme ucunu kontrol
etmesi gerekir. Bu hizda, meme wuglarinin tekrar tekrar
kullanilmasiyla meme basi derisinden ve subklinik tasiyicilardan
mastit bakterisinin bulasma riski, bir vakanin yeterince hizl tespit
edilememesi nedeniyle mastitin yayilma riskine yakin olmalidir.
Giderek artan sayida insanin artik 6n siit uygulamasi yapmamasinin
bir nedeni de budur. Ancak siiriide hiicre sayis1 ve bulagicit mastit
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vakalar1 yliksekse o zaman kesinlikle 6n sagim yapilmalidir
(Blowey, 1999).

Sagim i¢in hazirlik sirasinda 6n siitiin anormallik agisindan
incelenmesine bir alternatif olarak, siitteki pihtilari tespit etmek igin
Ambic hat ici siit filtreleri [ Ambic in-line milk filters (hat i¢i piht1
filtresi; Vision Mastitis Detector)] de kullanilabilir. Sagim sonunda
siit filtresinin kontrol edilmesi geriye doniik bir énlemdir. Uretilen
toplam siitii taramak i¢in uzun siit tiipline yerlestirilen sirali filtreler
kullanilabilir. Tim klinik mastit vakalari, filtrelerde sikisip kalan
pihtilarin olusmasiyla sonuglanmamasi; etkilenen meme lobu ya da
loblarinin, sagim siitii iizerinde ilave bir inceleme yapilarak
belirlenmesinin gerekmesi; anormal siit, 6zellikle dogrudan boru
hattina sagim sistemlerinde, tespit edilmeden 6nce toplu tedarik
sistemine ge¢mis olabilmesi ve birgok sagimcinin filtreleri kontrol

edemiyor olmasi bu yaklasimin dezavantajlaridir (Andrews & ark.,
2004).

Orta dereceli klinik mastit sirasinda memenin palpasyonu,
klinik olarak etkilenen bolgelerdeki 1siy1, agriyr ve sisligi tespit
etmek icin faydalidir. Inegin davramisindaki degisiklikler (6rnegin,
sagimhaneye girerken pozisyonun degismesi, makine bagliyken
tekme atmasi1) da hastaligin erken belirtileri olabilir (Scott, Penny &
Macrae, 2011). Siitte ufak pitht1 pargalar1 goriilmesi, siitiin ¢iktigi
meme lobunun yangili oldugunun belirtisidir. Sagim sonu goriilen
flakonlarin sebebi ¢ogunlukla meme tiiberkiilozudur. Siitteki
sulanma enfeksiyoz olmayan mastitlere, memedeki irritasyonlarina
veya olusacak mastite, siitiin rengi sar1 ise bu memelerde
suppurasyona yol acan bir enfeksiyon varligina, siitteki koku,
kismen A. pyogenes’e bagl olabilir (Kiligarslan, 2021).

Bir inegin memesi yangilandiginda, siitteki degisikliklerin
bir sonucu olarak serbest kalan ve/veya etkilenen bir¢ok isaret veya
biyolojik imza vardir. Bu gostergeler mastit i¢in test gostergeleri
olarak diizenlenmistir. Subklinik mastitin teshisinde kullanilan
teknikler siitiin fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisikliklerini tespit
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eder veya mastit ile ilgili biyobelirteclerin miktarini belirler (Ajose
& ark., 2022).

GELENEKSEL YONTEMLER
Siitiin Elektriksel fletkenligin Ol¢iilmesi

Elektriksel Iletkenlik Testi mastitin bir gdstergesi olarak
siitiin 6zellikle sodyum ve klor iyonlar1 basta olmak iizere yiiksek
elektrolit icerigi nedeniyle artan elektriksel iletkenligini baz alan
inekteki mastitin durumunu izlemek i¢in gelistirilmis bir yontemdir.
Sagim salonlarindaki bazi bilgisayarli sagim ekipmanlarinin bir
parcasi olarak ve ayni zamanda meme loblarin1 donemlik bireysel
izlemeye olanak saglayan portatif 6l¢clim cihazlar seklinde bulunur
(Medina & Montaldo, 2003).

Hat I¢i Elektriksel Iletkenlik Testleri

Elektriksel iletkenlik 6l¢limii, bilgisayarda okunabilen bir
sinyale doniistiiriilebilir ve bu nedenle bu yontem, meme sagliginin
cevrimici otomatik izlenmesinde kolaylikla uygulanabilir ve sagim
makinelerine kurulabilir (Pyo6rild, 2023). Sagim salonlarindaki bazi
bilgisayarli sagim ekipmanlarinin bir parcasi olarak siitiin elektriksel
iletkenligi, cesitli sagim sistemleri kullanilarak otomatik olarak
kaydedilebilmektedir (Ferndndez Bolafos & ark., 2012). Elektriksel
iletkenligin kullanimi, otomatik sagim sistemlerinde anormal siitiin
tespitinin temelini olusturur. Cevrimi¢i (On-line) elektriksel
iletkenlik, meme lobu veya meme loblarinin tiimiine ait siit
numuneleri tizerinde 6l¢iiliir ve meme loblari arasindaki Elektriksel
iletkenligin mutlak bir degeri veya karsilastirmasi (genellikle oran
olarak ifade edilir) olarak rapor edilebilir. Elektriksel iletkenlik
siittin elektrik akimina karsi direncinin bir skalasidir; iletkenlik
direncin tersidir. Elektriksel iletkenligin 6l¢iim birimi santimetre
basima milisiemens'tir (mS/cm). Siitte elektriksel iletkenlik, basta
Na+, K+ ve Cl- kapsayan katyon ve anyonlarin konsantrasyonuyla
saptanir. Enfekte olmamis bir inekten elde edilen siitiin tipik
elektriksel iletkenligi, 25°C'de (77°F) 4,0 ila 5,5 mS/cm arasinda
degisir (Ruegg & Reinemann, 2002). Mastitli enfeksiyonlar
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sirasinda, kilcal kan gecirgenliginin artmasi, siki baglantilarin tahrip
olmast ve etkili iyon pompalama sistemlerinin tahrip olmasi
nedeniyle siitteki laktoz ve K+ konsantrasyonu azalir ve Na+ ve CI-
konsantrasyonlar1 artar (Johri & ark., 2023). Mastit, siitlin iyon
iceriginin degismesine neden olan tek durum degildir ve elektriksel
iletkenlikteki mastitle iliskili olmayan varyasyon, elektriksel
iletkenligin tanisal degeri agisindan biiylik bir dezavantajdir (Ruegg
& Reinemann, 2002; Pyorila, 2023). Elektriksel iletkenligi
etkileyen mastit dis1 faktorler arasinda siit sicakligi (siit 6rneginin
sicakligr arttikca elektriksel iletkenlik, derece basina 0,1 ila 13 mS
artar), laktasyon donemi, laktasyon sayisi, yag yiizdesi (yag iletken
degildir), sagim aralig1, siitiin bilesimi, 6rneklerin alinma zamani ve
bakteri florasi, hastaliklar, Ostriis, beslenme diizeyi, giinliik
degisimler ve isletmeye ait etmenler, inegin yas1 ve ik yer alir
(Sharma & ark., 2018).

Mastit tanis1 koymak i¢in elektriksel iletkenligin hem mutlak
(absolute) esikleri (Elektriksel iletkenlik esigi astiginda hayvanin
dortte birinde mastit vardir) hem de inegin kendi meme loblarinin
karsilastirmalar1 (en diisilk ¢eyregin ~%]16 tizerinde elektriksel
iletkenlige sahip bir meme lobunda mastit vardir; ayn1 zamanda
"diferansiyel elektriksel iletkenlik " olarak da anilir) kullanilmistir
(Ruegg & Reinemann, 2002).

Mutlak esikler kullanilarak, elektriksel iletkenlik degerinin
esigin lizerindeki bir inegin gercekten enfekte olma olasilig (pozitif
ongorii degeri) veya esigin altindaki bir inegin gercekte enfekte
olmamasi olasilig1 (negatif 6ngorii degeri) degerlendirildiginde
elektriksel iletkenlik, klinik veya subklinik mastit i¢in bir tarama
testi olarak 1yi performans gostermemektedir (Hamann & Zecconi,
1998). Elektriksel iletkenlikteki mastit disindaki varyasyon
kaynaklarinin doért meme loblarinin tiimii i¢in ayni1 olmas1 sebebiyle
elektriksel iletkenlik degerlerinin inegin kendi meme loblar
arasinda karsilastirilmast digsal varyasyonu azaltmaktadir. Bu da
diferansiyel elektriksel iletkenlik  kullaniminin  elektriksel
iletkenligin hem duyarliligin1 hem de 6zgiilliigiinii arttirmaktadir.
Mutlak bir esik yerine inegin kendi meme loblarinin numune
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elektriksel iletkenlik degerlerinin kullanilmasi en uygun kullanim
seklidir (Ruegg & Reinemann, 2002).

Elde Tasinabilir Elektriksel Iletkenlik Testleri

Siitlin elektriksel iletkenliginin Ol¢lilmesine dayanan, igine
stitliin sagildig girintili bir bardaga sahip, bireysel izlemeye olanak
saglayan el tipi (portatif 6l¢iim) cihazlar1 (Draminski Mastitis Test
Cihaz1, Dijital Mastitis Dedektorli, Mas-D-Tec®) mevcuttur
(Radostits & ark., 2002). Cihazlar, siit numunelerinin iletkenligini
dogru bir sekilde Olger ve meme loblarinin siit numunelerinde
kullanilmak tizere tasarlanmislardir (Fernindez & ark., 2012). Elde
taginan elektriksel iletkenlik 6l¢lim cihazlarinin kullanilmasiyla elde
edilen subklinik mastitin tespitindeki tahmin degeri genel olarak
zayiftir (Ruegg & Reinemann, 2002).

Kaliforniya Mastit Testi (California Mastitis Testi)

California Mastitis Testi (CMT), siitteki somatik hiicre
sayisinin (SHS) dolayli olarak belirlendigi, ciftlikte yapilabilecek
basit, diisiik maliyetli, hizli bir degerlendirmedir. Sayisal bir sonug
vermezler, sadece sayimin yiiksek mi yoksa diisiik mii olduguna dair
bir gostergedir. Sagim sirasinda subklinik mastitin tanimlanmasinda
yaygin olarak kullanilir (Janik, 2013; Tommasoni & Fiore, 2023).
Bu test, sigira 6zgii test olarak kullanilabilecek bugiine kadarki en
giivenilir testtir (Srivastava & ark., 2015).

CMT ayraci; 900 ml distile suya 100 ml anyonik deterjan
(Teepol, By-prox gibi), 1/300“liik  bromkresol purpur
soliisyonundan 50 ml konularak hazirlanmaktadir (Kiligarslan,
2021). CMT ayiraci; 1000 ml distile suya % 2*lik alkil aril siilfat, %
0,01 bromkresol purpur, 15 ml NaOH konmak suretiyle de
hazirlanabilir (Iscan, 1993). Hazirlanan test ayiracinin pH'sinin 6.8
olmas1 gerekmektedir. Sodyum alkil aril siilfonat, ylizey gerilimini
azaltan, hiicre zar1 ve ¢ekirdegin yapisini ve iletkenligini degistiren,
ozmotik dengeye miidahale eden, oksitlenmeyi bloke eden,
proteolitik enzimleri uyaran ve siitiin viskozitesini artiran anyonik
bir yiizey aktif maddedir (Tommasoni & ark., 2023).
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Test mekanizmasi; Siitteki somatik hiicrelerin CMT
reaktifindeki anyonik deterjanla par¢alanmasi ve acgiga ¢ikan niikleer
madde (Deoksiriboniikleik asit-DNA ve Riboniikleik asit-RNA) ile
jelatinimsi bir ¢okelti olusmasi esasina dayanir. Ayrica CMT
reaktifindeki bromokrezol purpur ile siitiin pH'indaki degisiklikler
de saptanabilir. Testte gozlenen mor rengin nedeni, bu tiir siitlerin
bazik veya alkalin pH'a sahip olmasidir.

Her meme lobunun siitiiniin birbirine karismasini 6nlemek
amaciyla prensip olarak test i¢in inegin sag tarafindan yaklasilarak
siit numuneleri alinir. Bu esnada test kabinin sap1 sag tarafta olacak
sekilde tutulur. Her meme lobundan bir miktar siit, her meme lobu
icin sirayla harflendirilmis ayr1 bir bdlmeye sahip olan dort gozlii bir
kaba sagilir ve klinik mastit acisindan incelenir. Burada A sag 6n, B
sag arka, C sol 6n ve D sol arka olarak siralanmaktadir. incelenecek
memelerin her bir lobundan ayr1 ayr test kabinin boliimiine yaklasik

2 ml siit sagilir. Her bolmedeki siit miktarinca CMT ayraci eklenir
(Anonim, 2016).

Test kabin1 yatay dairevi hareketlerle yaklagik 10 saniye
stireyle dondiirerek ayiragla siitiin karigsmasi saglanir. Siit-reaktif
karisimi beyaz plastik test kiireginin si1g kaplarinda dondiiriiliirken
cokelti miktar1 ve koyulagma miktar1 hakkinda gorsel bir yargiya
varilarak skor belirlenir (Rasheed, Usman & Niaz, 2020). Normal
siitte karisimin rengi acik gri (giivercin grisi) olup herhangi bir
pihtilagma, koyulasma ve yapisma gozlenmez. Mastitli siitte ise
karistmin rengi, enfeksiyonun derecesine bagli olarak acik gri-
mordan koyu menekse moruna (BCP testinde oldugu gibi) kadar
degisir (Deveci & ark., 1994). CMT reaktifi notrofillerle reaksiyona
girer ve karisim, mevcut hiicre miktariyla orantili olarak kalinlasir
veya jellesir. Karisimin kivami enfeksiyonun derecesine gore eseri
pihtilasmadan, koyu kremaya kadar degisen katilasma ve jellesme
gosterir (Deveci & ark., 1994). Jel olusumu, meme igi enfeksiyonun
gostergesi olan 200.000 ila 5.000.000 I6kosit sayisint yansitir.
Dolayli olarak bu ayni zamanda toplam somatik hiicre sayisinin
Olclimiidiir ¢linkli reaksiyonun derecesi siitteki somatik hiicre
sayisina baghdir. Reaksiyon, O'dan (karisimin degismeden kaldigi
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yer) 3'e (kat1 jel formlar1) kadar bir 6lgekte puanlanir ve 0 (negatif),
T (stipheli), 1+, 2++ veya 3+++ olarak degerlendirilir. Her bir CMT
puanina (negatif, siipheli, 1, 2, 3) karsilik gelen SHS sirasiyla; 0-
100.000, 100.000- 300.000, 300.000- 900.000, 900.000- 2.700.000
ve 2.700.000- 8.100.000 ¢ok biiyiik ve kapsaml1 bir araliina sahiptir
(Philpot & Nickerson, 2000).

Test kabindaki karigim uygun bir yerde elimine edilerek test
kab1 igme suyu ile yikanip bir sonraki testte tekrar kullanilabilir.
CMT testi yeni sagilan siite uygulanabilecegi gibi sagimdan sonra
36 saate kadar sogukta muhafaza edilen siitlere de
uygulanabilmektedir (Kibebew, 2017).

Bu test laktasyonun baslangicinda, ilk 7-9 giinde,
laktasyonun sonunda, laktasyon dis1 olanlarda, apse, peritonit, RPT
gibi viicudun herhangi bir yerinde enfeksiyon odagi olustugunda
pozitif sonug verir veya en azindan sonug siiphelidir (Deveci & ark.,
1994).

Test ilk bakista mastitin gdstergesi olsa da, ozgiilligl ve
duyarliligt zayiftir. CMThnin o6lgiilen duyarlilifi, patojene gore
degismekte olup Streptococcus enfeksiyonunda en iyi (%84)’dir.
Sonucun yorumlanmasi oldukca siibjektiftir (Srivastava & ark.,
2015). Ayrica mastit kontrolil i¢in dogru verileri saglayan hizl ve
otomatik Ol¢iim teknikleri gerektiren otomatik sagim sistemlerinde
bu yontemler kullanilamaz (Janik, 2013).

Wisconsin Mastit Testi

Wisconsin Mastit Testi (WMT), CMT prensibi siirii stitli
numuneleri i¢in kantitatif bir laboratuvar tarama prosediiriine
uyarlanmis bir testtir ve taze karistirllmig siit veya sogutma
tanklarindan alinan siit numunelerindeki somatik hiicrelerin
sayllmasinin yani sira bireysel ineklerden numune alinmasi icin
kullanilir. Daha kesin kantitatif l¢iimlere izin verir ve test siit ve
reaktif karistminin standart bir delikten akis hiziyla belirlenen
viskozite 6l¢limiine dayanir (Fernandez & ark., 2012). Wisconsin
Mastit Testinde; test icin milimetre cinsinden derecelendirilmis 6zel
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plastik tiip kullanilir. Tiipe iki ml siit ve iki ml 1/1’lik CMT reaktifi
konulur. Siit ve reaktif daha sonra 8 ila 10 saniye karistirilir. Karisim
18 saniye stireyle bosaltilir. Normal siit 15 saniye i¢inde akarken, jel
kivamina gelen siit bu siire i¢cinde akamaz ve tiip yeniden dik
pozisyona getirilir. Siitiin kapaktaki delikten akisi kronometre ile
Olciiliir (Thompson & Postle, 1964). Bir dakika bekledikten sonra
tipte kalan sivi miktar1 (yiiksekligi) oOlciilir. WMT puanlari
genellikle milimetre (mm) cinsinden hesaplanir ve siitte bulunan
ortalama somatik hiicre sayisini tahmin etmek i¢in kullanilir.
Sonuglar, yorumlama testi i¢in 6zel bir tablo kullanilarak tiipiin
mililitre cinsinden dereceli Olgegi ve somatik hiicre degeriyle
iligkilidir (Shoukat & ark., 2018). WMT, basitligi ve objektifligi
nedeniyle genellikle liretici siitii {izerinde bir tarama testi olarak
kullanilir ve ayn1 zamanda siirii bazinda meme sagliginin izlenmesi
i¢cin uygun bir yontem saglar (Duarte, Freitas & Bexiga, 2015). Aktif
SHS 100.000-1.3 milyon hiicre/ml araligiyla kullanilmaktadir
(Milne & Smyth, 1976). Siiriilerden 3 ila 12 arasinda diisiik puana
sahip olanlar 1yi ila orta durumdayken, 12'nin {izerinde puana sahip
olanlarin acil miidahaleye ihtiyact vardir (Bedolla, Castafieda &
Wolter, 2007).

Brabant Mastitis Testi

Brabant Mastit Testinde 1 ila 3 mm genisliginde ve 2 cm
uzunlugunda bir kilcal tiiplin {ist kismina huni yerlestirilerek kilcal
tiipten gelen akis hizina gore siitiin mastitli olup olmadig: belirlenir.
Bes saniyeden kisa siirede bosalan siitiin ortalama 250.000 hiicre/ml,
bes saniyede bosalan siitliin ortalama 800.000 hiicre/ml, bes ila on
saniyeden fazla siirede bosalan siitiin ise ortalama 1.000.000
hiicre/ml icerdigi kabul edilir (Demet, 1993).

White Side (sodyum hidroksit) Testi

Bu test siitte beyaz kan hiicrelerinde artis olup olmadigin
gosterir. 1 ml normal siitte 150.000-250.000 beyaz kan hiicresi
bulunur. Orijinal teknikte 10 ml siit, 2 ml %4'liik sodyum hidroksit
cozeltisi ile bir test tiipli igerisinde karistirilirken, modifiye teknikte
elli mikrolitre (bes damla) siit, mavi arka plana sahip bir cam slayt,
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mikroskop lami ya da petri kutusu iizerine yerlestirilmektedir.
Reaksiyonu daha goriiniir hale getirmek i¢in, her meme lobu i¢in bir
tane olmak {izere lizerine 3cm x 3cm boyutunda 4 kare cizilebilen
siyah akrilik bir plaka kullanimi da uygundur (Bedolla, Castafieda &
Wolter, 2007). Daha sonra siit numunesine 20 pL (iki damla)
%4’liikk sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ilave edilir ve karigim
kiirdan ya da cam bir ¢ubuk yardimiyla 20-25 saniye hizla
karistirilir.  Siit normal ve 20-30 saniye icinde homojen bulanikliga
sahipse negatif olarak algilanir. Siitte ptht1 olusmussa ve ipliksi
parcalar sekillenmisse pozitif olarak degerlendirilir (Tanni, Islam,
Kabir, Parvin, Ehsan & Islam, 2021). Whiteside testi sonuglari,
cokeltinin tamamen goriilmemesi ve sekillenen elyaf benzeri
malzeme veya piht1 veya kiigiik parca, viskoz kiitle (jel) miktar1 ve
farklilik derecesi ile reaksiyonun siiresine (ani, orta veya yavas
reaksiyon ya da herhangi bir reaksiyonun olmamasi) gore giiclii
(+++), belirgin (++), eseri (+), slipheli () ve negatif (normal) olarak
derecelendirilir (Rahman & ark., 2010). Mastitli siitte niikleik asit
NaOH ile birlestiginde Na+ tuzu ve jelatinimsi olmayan kiitle olusur.
Bu kitle yag ve kati kismi ile birleserek siitteki 1okositlerin
derecesine bagli olarak ¢okelti olusturur. Akut ve subakut mastitli
memelerin siitii, NaOH ile kalin yapiskan hale gelirken, hafif seyirli
kronik ve subklinik mastitlerde sadece birkag tane beyaz siit pihticig
gozlenir. Laktasyonun ilk ve son haftalarinda, siitten kesilen normal
memeden alman siit, Ostrus, sagim yoOntemleri, bazi diyet
degisiklikleri, siitiin 1sitilmas1 ve giinliik degisikliklerde NaOH testi
ile pozitif reaksiyon verebilir (Giesecke, den Heever & Wepener,
1974).

Surf Field Mastitis Testi

Bu test kolay, ucuz ve tiim subklinik mastit vakalarini tespit
edebilecek kadar hassastir. Bu testin avantaji, reaktif olarak
kolaylikla  bulunabilen evde tutulan sorfiin  (surf/deterjan)
kullanilmasidir. Bu testin prensibi somatik hiicre DNA'sinin deterjan
ile reaksiyona girmesi ve siitteki somatik hiicre sayisina bagli olarak
degisen derecelerde jel olusumuna yol agmasidir. %3’lik Sorf
soliisyonu, 3 g sorf 100 ml distile suda veya 6 ¢ay kasig1 ev tipi
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deterjan sorfii 500 ml distile suda ¢dziilerek hazirlanir. Test ¢ozeltisi
oda sicakliginda 6 ay bozulmadan kalabilir. Bir hayvanin ilgili meme
loblar1 i¢in dort yuvaya sahip plastik bir kiirege veya kaba esit
miktarda %3’liikk reaktif ve siit alinir. Karisim yaklasik 1 dakika
boyunca dondiiriiliir ve daha sonra kiigiik topaklarin ve jelin varlig
acisindan gorsel olarak incelenir. Topaklar veya jel olusmussa bu,
meme i¢i enfeksiyonun pozitif oldugunu gosterir. Herhangi bir topak
veya jelin yoklugunda numune negatiftir (Sharma, Pandey &

Upadhyay, 2009).
BLRI mastitis testi (BMT)

BMT, Banglades Hayvancilik Arastirma Enstitlisi Bolge
Istasyonu Sirajganj'da gelistirilmisti. BMT'nin bilesimi: %1
sodyum karbonat, %0,7 sodyum lauril etil siilfat ve 90,01
bromkresol purpur igerir (Kabir & ark., 2018).

BMT bileseni mastit sirasinda yiikselen lokositlerle (Somatik
hiicreler) reaksiyona girer. Jel olusumunun derecesi, meme bezi
iltihabi sirasinda mevcut 16kositlerin artan sayisiyla orantilidir. Daha
fazla jel olusumu daha yiiksek bir BMT puanina karsilik gelir.
Karisim koyulasmadan sivi kaldiginda BMT sonucglari Negatif
olarak kaydedilmektedir; T (iz): dolgulama hareketi ile hafif bir
kalinlasmanin bulundugu yer; 1 (Zayif): belirgin bir kalinlasmanin
bulundugu yer, 2 (Belirgin): karisimmn kabin merkezi hareket
ettirildiginde hemen kalinlastig1 yer ve 3 (Giiglii): belirgin jelin
bulundugu yer kiitle olusturma egiliminde olan bir formasyon olarak
degerlendirilir. BMT Kkiti (sollisyonu) normal ortam sicakligi ve nem
kosullarinda 2 y1l boyunca degismeden kalabilmektedir. BMT Kkiti
ucuz, kolaydir ve ¢iftci dostudur ve reaktifleri yerel olarak
mevcuttur. Kit, CMT gibi bes sonu¢ kategorisine sahiptir (negatif,
iz, zayif, orta ve giiclii). Test kiti ¢iftciye memede artan SHS'min
tespiti i¢in basit ve hizli bir yontem saglar. Bu ucuz ¢iftlik bazli test,
hicbir karmasik ekipmana ihtiyag duymaz ve kismen hastalig
kontrol etmek icin iyl mastit yonetimi uygulamalariyla birlikte
kullanilmak iizere tasarlanmistir (Kabir & ark., 2019).
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Siitiin pH'simin Olciilmesi

Mastit siitiin alkalinitesini artirir. Normal inek siitliniin pH"
6,5 ila 6,8 araligindadir ve bu da onun hafif asidik oldugunu gosterir.
Ancak hiicre sayis1 yiiksek siitlerde 7,0'1 asabilir. Meme bezinin
yangisi sirasinda kan kilcal damarlarinin gegirgenligi artar, bu da
alkali kan bilesenlerinin (sodyum ve bikarbonat iyonlar1) siite
girmesine ve dolayisiyla siitiin pH'sinin yiikselmesine izin verir.
Laktasyonun sonlarinda ve kuru donemde ortaya ¢ikan mastitte
stitteki laktoz ve kazein konsantrasyonu azalirken izotonikligi
korumak igin plazmadan sodyum kloriir ve sodyum bikarbonat
alveollere gecer. Dolayisiyla bu gibi durumlarda siit, daha fazla
miktarda kloriir igeren alkali hale gelir (Shoukat & ark., 2018).
Bromkresol purpur (BCP) ve Bromotimol blue (BTB) gibi indikator
boyalar uzun yillardir mastit tanisinda siitteki pH degisikliklerini
tespit etmek amaciyla  kolorimetrik  metodlar  olarak
kullanilmaktadir.

Bromotimol blue testi

Siitiin pH'iin degismesine dayanir. BTB ile pH tayini ancak
akut ve subakut mastitlerde yapilabilir. Clinkli kronik durumlarda,
cok az aktif yanginin bulunmasi ve pH degisikligine neden olacak
miktarda eksiidatin iiretilmemesi sebebiyle yeterli pH degisikligi
tespit edilemeyebilir (Anonim, 2018). Reaksiyon pH seritleri
(pHmetre kagidi) kullanilarak ya da test tiipline konan siite ayrag
eklenerek veya Dijital pH metre ile belirlenebilir (Shahid & ark.,
2011; Anonim, 2018).

Bromotimol blue ¢ozeltisi (1 g) bromtimol mavisi, (160 ml)
N/100 sodyum hidroksit, (590 ml) damitilmis sudan olusur.

pH test kagitlar1 laboratuvarda 10 x 12 cm'lik seritler halinde
kesilmis kurutma kagidindan (kalinlik 1,5 mm, agirlik 0,7 kg/m2)
(Rising Paper Co., MA) hazirlanmakta olup meme lobunu
tanimlamaya yardimci olmak icin bir ucu sivriltilmektedir. Bu test
icin BTB kart1 test kagitlart Whatman filtre kagidi No. I'den
hazirlanabilir. BTB gostergesinin dort turuncu noktasi (¢apt 3 cm)
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(etanol i¢inde 0,4 ml %0,2 agirlik/hacim) her bir test kagidi tizerine
kare seklinde emdirilir (Marschke & Kitchen, 1985). BTB testi,
meme baglart iyice yikanip kagit havlularla kurutulduktan sonra
meme loblarina ait 6n siitte yapilmaktadir. Test seridinin sivri ucu
inegin kafasina dogru tutularak ilk o6n siit ¢ekimi (sikimi) atildiktan
sonra, karsilik gelen gosterge noktalarina (sol 6n, sol arka, sag 6n ve
sag arka) az miktarda siit sagilir. Numune almadan Once test seridi
uzunlamasina eksen boyunca yukar1 dogru biikiiliirse fazla siitten
kaynaklanan ¢apraz akis sorunlari azaltilabilir. BTB testi igin
orneklemeden sonraki 1 ila 2 dakika i¢inde, her gdsterge noktasinin
rengi, renk standartlarina gore 1'den 4'e kadar bir dlgekte puanlanir.
Skor 1 (soluk yesil) normal bir meme lobu olarak degerlendirilir ve
2, 3 ve 4 puanlan (orta yesilden koyu mavi-yesile dogru artan)
anormal meme loblar1 olarak degerlendirilir (Marschke & Kitchen,
1985). Bu yontemlerin uygulanmas: kolay ve uygun maliyetli
olmasina ragmen, pH'!n belirlenmesi mastitin tespitinde oldukca
dolayli bir yontemdir. Mastit disinda baska nedenlerle de (metabolik
bozukluklar, dehidrasyon vb.) siitte pH degisiklikleri meydana
gelebilir (Srivastava & Kumaresan, 2015).

pH metre cihazi, otomatik tampon tanima 6zelligiyle iki pH
noktasinda ve bes tampon degerine gore kalibre edilir. pH elektrodu
maksimum daldirma seviyesini gegmeyecek sekilde siit numunesine
batirilarak okuma stabil hale geldikten sonra pH kaydedilmektedir.
Subklinik mastiti tanimlamak i¢in 6,6'lik optimal deger noktasi
kullanilmaktadir (Alkhouly & ark., 2023).

1 ml bromtimol blue ¢ozeltisi 15 ml kapasiteli bir test tiipiine
pipetle konup {lizerine pipetle 5 ml siit eklenir. BTB normal siite
eklendiginde sar1 renk ortaya ¢ikar. Alkali siit, BTB eklendiginde
alkalilik miktarina bagl olarak yesil ila yesilimsi mavi renk gosterir
(Anonim, 2018).

Bromkresol purpur Testi

Siit pH'nin belirlenmesinde kullanilir. 5,2'nin altindaki pH
araliginda sartya doniisme avantajina sahiptir ve bu nedenle anormal
derecede asitli siit tespit edilebilir. Bromkresol purpur ¢ozeltisi, 0,9
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g bromkresol purpur tozu, 100 ml damitilmis sudan olugur. 3ml siite
2-3 damla % 0.9 bromkresol purpur soliisyonu eklenir ya da 9,5 ml
site 0,5 ml bromkresol purpur soliisyonu eklenir. Cozelti
eklendikten sonra normal siite ilave edilen soliisyon sar1 ya da soluk
grimsi mor renkte, mastit siiti ise mavi veya mor renkte
goriinecektir. Bu test, en iyi sonuglar1 taze siitte verir ve genellikle
kronik mastitlerde pH degisikligi bu testle tespit edilemez (Sharma,
Pandey & Upadhyay, 2009; Diwakar & Yadav, 2016).

Metilen Mavisi (Methylene Blue) indirgeme Testi

Metilen mavisi indirgeme testi, siitteki bakterilerin kimyasal
aktivitelerini, Ozellikle de solunum aktivitelerini olger. Siitteki
mikroorganizmalar Oncelikle solunum yoluyla oksijeni tiiketir ve
siitin tim oksijeni ve diger bazi indirgenebilir bilesenleri
tilkendiginde veya azaltildiginda metilen mavisinin rengi metilen
beyazina doniisiir (S. Shoukat & ark., 2018).

BiYOBELIRTEC TESTLERI

Somatik Hiicre Sayimi

Mikroskopla Somatik Hiicre Sayim Yiontemleri
Dogrudan mikroskopi ile somatik hiicre sayimi

Somatik hiicreleri saymanin geleneksel yontemi, 500x
bliyiitme kullanilarak mikroskopla "dogrudan sayma'"dir. Test
stitiiniin boyali yaymalarinin mikroskop altinda incelendigi ve
somatik hiicrelerin sayisinin sayildigi kantitatif bir laboratuvar
testidir (Bedolla, Castafieda, & Wolter, 2007). Somatik hiicreleri
saymanin geleneksel yontemi, 500 ya da 1000 biiytitme kullanilarak
mikroskopla "dogrudan sayma"dir. Her inegin meme lobundan 50 cc
karnisik siit seklinde siit ornekleri alinir ve tankta toplanan siit
aliarak tanktaki toplam somatik hiicre sayis1 da belirlenebilir.
Gorlis sahas1 sayma (Breed Sayim) yontemi ve Serit sayma yontemi,
lam iizerindeki 5x20 mm? boyutundaki iki alana (serit) siitii
yaydiktan sonra etiivde 37°C’de sabitlenen siitiin {izerine, metilen
mavisi igeren boya c¢ozeltisinin damlatilmasi ile g¢ekirdegi bariz
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olarak boyanabilen 16kositler ve epitel hiicreleri gibi somatik
hiicrelerin sayimmi temeline dayanir (Dogan, Cimen & Karakok.
2007; Anonim, 2016). Her ne kadar bir referans olsa da, arastirma
caligmalan i¢in kullamigshih@ini korumakla birlikte, optik yontem
olarak da bilinen siitteki somatik hiicrelerin dogrudan mikroskobik
sayim prosediirleri, c¢ok sayida numuneyle c¢alisildiginda,
gliniimiizde ¢ok sayida numuneyi kisa stirede ve yiiksek hassasiyetle
analiz etmek ic¢in kullanilamadigindan, giincelligini yitirmis
sayilmalidir (Bedolla, Castafieda & Wolter, 2007). Ayrica bu
yontemler zaman alic1 olmasiin yanisira, yiiksek kaliteli ekipman
ve vasifli personel gerektirir (Martins & ark., 2019). Ek olarak
enstriimantasyonun uygulama araligir sinirhidir. Operatoriin beceri
diizeyine bagli olarak sonuglarin degismesi bu yontemin diger bir
dezavantaji olabilir. Bu degiskenlige neden olan faktorler arasinda,
0,01 ml numune Slgiimiinde yanliglik, lamlarin hatali hazirlanmasi
ve boyanmasi, bazi somatik hiicrelerin boyanmamasi, sayimda
incelenen siitlin miktarindaki azlik, somatik hiicrelerin filmlerdeki
dagilmindaki diizensizlik, yeterli hiicre sayisinin sayilamamasi,
mikroskobun yetersiz veya asir1 aydinlatilmasi nedeniyle zayif
odaklanma veya renkli filtrelerin yanlis kullanimi, filmi kurutmama,
bir yerde yiizeysel gbz yorgunlugu, analist deneyimsizligi ve gdzlem
ve hesaplama hatalari sayilabilir. Sonuglar arasindaki tutarsizlik ayni
zamanda hiicreler ve sitoplazmik pargaciklar arasindaki 6zgiilliik
eksikliginden de kaynaklanmaktadir (Bedolla, Castafieda & Wolter,
2007; Zajac, Capla, & Golian, 2019).

Alternatif olarak somatik hiicrelerin sayisi, hemasitometre
adi verilen mikroskop altinda bir sayma lami kullanilarak
belirlenebilir. Lam, 1zgarali bir alan1 (900 pL hacim) i¢erdiginden,
hiicre sayimi, bir siispansiyondaki hiicrelerin konsantrasyonunun
veya yogunlugunun dogru sekilde hesaplanmasini saglar. Bununla
birlikte, sayma islemi tipik olarak pahali ve taginabilir olmayan bir
optik mikroskopla laboratuvar ortaminda gergeklestirilir, bu nedenle
kaynaklarin sinirli oldugu ortamlarda kullanim i¢in uygun degildir

(Kim & ark., 2017).
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Otomatik Hiicre Sayaci

Dijital goriintii teknolojisinin gelismesiyle birlikte standart
mikroskopi yontemini temel alan bir yontem olan bilgisayarli gorme
tabanli yontem gelistirilmistir. Tespit prensibi, somatik hiicrelerin
¢ig siitte floresan olarak boyanmasi, ardindan elde edilen dikkat
cekici floresansin bir dizi mercek ve filtre altinda islenerek mercege
yansitilmasi, ardindan numunenin fotograflanmasi, okunmasi, analiz
edilmesi ve sonuglarin goriintiillenmesidir.  Bu tiir cihazlarin
kullanim1 basit ve tespit edilmesi hizlidir, ancak genellikle daha
pahalidir (Sun & ark., 2023).

Floro-opto-elektronik yontem (Fossomatik hiicre sayact)

Temel olarak Fossomatik sayac bir floresans mikroskobudur.
Fossomatik cihazi ile somatik hiicre sayiminda temel prensip, hiicre
cekirdeginin DNA’s1 ile etidyum bromid arasina baglanan bir
boyadan olusan floresansin emisyonu ve yayilan 15181n
belirlenmesine dayanmaktadir (Viguier & ark., 2009). Hiicreler
etidyum bromid ile boyanir ve belirli bir dalga boyunda 151k
yaymalarina neden olan yiiksek enerjili lambalarla ortaya
cikmaktadirlar. Agiga c¢ikan yiiksek enerji elektronik olarak
belirlenmektedir ve sonug bilgisayar ekranina aktarilir.

Cihaz, sivilardaki hiicreleri saymak i¢in kullanilan otomatik
bir mikroskoptur. Hiicreler etidyum bromiir ile boyanir ve daha
sonra yliksek enerjili bir lamba ile uyarilarak karakteristik bir dalga
boyunda 1sik yaymalarina neden olur. Yayilan 1sik enerjisi
elektronik olarak algilanir, sonug her ardisik 6rnek i¢in goriintiilenir
ve yazdirilir.

Hiicre saymmi igin siit numuneleri 6l¢limden 24 saat Once
laboratuvara getirilir. Analiz 6ncesi siit numuneleri, numunelerin
yaglarinin eritilmesi ve homojen hale getirilmesi i¢in 40 °C'lik su
banyosuna yerlestirilir (Aydin & Iscan, 1995). Numuneden 0,2 ml
alinir ve doner tabla iizerindeki bir cam kaba aktarilir, burada
onceden 1sitilmis tampon ve boya eklenerek iyice karistirilir.
Karigimin bir kismi daha sonra mikroskop i¢in bir nesne diizlemi
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gorevi goren donen bir diskin ¢evresine aktarilir. Film, bir Xenon ark
lambasi, merceklerden gecen 151k ve mavi bir filtre ile aydinlatilir.
Hiicrelerden yayilan kirmizi 151k, farkli bir filtreden gegirilerek bir
yariga ve fotogogalticiya yonlendirilir. Her hiicre, bir amplifikatore
beslenen bir elektrik dalgasi tiretir ve belirli bir dalga boyunda 151k
yaymaya baglarlar. Yayilan bu 1sik enerjisi elektronik olarak tespit
edilir ve her numune icin bir deger saptanir. Sayim g¢iktisinin
hiicre/ml olmasi i¢in 1000 ile ¢arpilmasi gerekir. Bir osiloskop arka
plan giiriiltiisiinli, ayrim seviyesini ve sayilan dalgalar1 gosterir.
Transfer hatalarini 6nlemek i¢in donen disk sicak su ve hava
puskiirtmeleri ile siirekli olarak temizlenir. Elektronik ayrim
seviyesi, arka planin toplam sayimmi etkilemesini Onler. Sayma
kapasitesi 180/saattir (Zajac, Capla, & Golian, 2019).

Somatik hiicreler Fossomatik'te floresan boya ile boyanip
yanlizca hiicrelerin DNA's1 ile reaksiyon elde edildigi i¢in somatik
hiicrelerin sayis1 kirli pargaciklar ve yag kiirecikleri ile artirmaz.
Cihaz, bir numuneden digerine taginma etkisini engelemek icin her
numune arasinda akis sistemini otomatik olarak temizler.

Uygulayan kisiye bagimli olmamasi, oldukc¢a yiiksek
duyarlilik ve dogrulukla 6l¢iim yapmasi, numune isleme maliyetinin
diistik olmasi ve girdileri otomatik olarak kaydedebilmesi bu
ekipmanin avantajlaridir. Ancak dezavantaji ise siit somatik
hiicrelerinin hizli1 yerinde tespiti i¢in uygun olmamasi, cihazin
baslangic maliyetinin yiiksek olmasi, uzmanlik gerektirmesi ve
hiicrelerin boyanmasi i¢in standart bir yontemin bulunmamasidir
(Rudolph, 1983; Bedolla, Castafieda & Wolter, 2007; Pelvan &
Unluturk, 2015; Sun & ark., 2023).

Coulter Counter (Elektriksel Empedans Parcacik Boyutu
Yontemi)

Coulter Sayaci, elektronik pargacik sayact prensibiyle
calisan, sivi akisi swrasinda kiigik bir agikhigin  elektrik
iletkenligindeki degisiklikleri Olgerek parcaciklart ve hiicreleri
saymak ve boyutlandirmak igin tasarlanmis bir cihazdir. Sayag, ¢ap1
yaklasik 4,4 um veya daha biiyiik olan tiim pargaciklar1 sayacak
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sekilde kalibre edilmistir (Janik, 2013). Hiicrelerin sabitlenmesi ve
tespit edici olarak kullanilan maddelerin bakteriyostatik etkisi
nedeniyle siite cesitli tespit ediciler eklenir. Tespit edici olarak
Somafix veya %25 formalin kullanilir. 10 ml siite 3 damla formalin
ilave edilerek oda sicakliginda 24-48 saat bekletilir.

Siitteki yag pargaciklarinin ayristirilmasi i¢in numuneler 100
hacim somatonla seyreltilir. 20 dakika 85 £1 ° C’lik su banyosunda
tutulup sonra 10 dakika 80 + 1 ° C’da tutulur, boylece siitteki yag
partikiilleri ¢oziiniir. 20+2 °C'de 5 dakika sogutulur ve Coulter
Sayaci'na yerlestirilerek 0,5 ml'lik numuneler sayilir. Bir elektrolit
icinde asili kalan pargaciklar, kalibre edilmis bir kilcal agikliktan (iki
elektrot arasinda 100 mikron bosluk) gii¢lii bir vakum altinda emilir.
Bu gecis sirasinda gilic hareket eden parcgaciklar gecis hizini etkiler
ve gecis sirasinda dalgalanmalar meydana gelir. Bu dalgalanmalar
elektrotlarla giiglendirilir ve bir saya¢ cihaziyla degerlendirilir.
Dalgalanmalarin sayis1 delikten gecen partikiil sayisini verir.
Impulsun yiiksekligi pargaciklarin voliimiine baghdir. Sayic1 54 p*’
den biiyiik hiicre hacimlerindeki parcaciklari sayacak sekilde kalibre
edilmistir. Mastitli, saglikli ve kolostrumlu memelerden alinan
stitlerin hiicre hacimleri farklidir. Mastitli loblarin hiicre hacimleri
89-178 p? arasinda iken agiz siitiindeki hiicre hacmi 44-714 p®
olabilir. Kullanilan sabitleyicinin tiirii ve yogunlugu, sayim oncesi
1s1 ve yapilan diger islemler sayimi etki eden etmenlerdir (IDF, 1981;
Saler & Karakok, 2006). Coulter counter ile somatik hiicrelerin
biiytlikliigiindeki tiim partikiilleri sayma dezavantaji bulunmaktadir
(Alacam & Sahal, 1997).

DeLaval Hiicre Sayact

DeLaval Hiicre Sayacit (DCC), somatik hiicreleri optik ve
otomatik olarak saymaya yonelik analitik, tasinabilir, pille ¢alisan
bir cihazdir. Bu, inegin memesinin saglik durumunu incelemeyi
miimkiin kildig1 gibi, tanktaki siitiin hijyen standartlarini da
incelemeyi miimkiin kilar (Kawai & ark., 2013). Cihazda az
miktarda siit konulan kasetler kullanilmaktadir. Kasetin iginde siit,
somatik hiicrelerin ¢ekirdegine ulasan reaktiflerle karistirilarak
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floresans sensorii kullanilip sayilmasina olanak saglanmaktadir.
DCC yontemi sigir siitli i¢in 4°C ve 37°C'de gegerlidir (Kandeel &
ark., 2019).

DCC, somatik hiicreleri optik olarak otomatik olarak sayar
ve yerlesik bir dijital kamera, kasette DNA'ya 6zgii bir floresan
reaktifle (propidyum iyodiir) boyanan somatik hiicrelerin
cekirdeklerinin resmini ¢eker. Somatik hiicre ¢ekirdeklerinin bu
sekilde boyanmasiyla tek tek hiicreler sayilabilir. DCC'nin
avantajlan diisiik baglangi¢c maliyeti, hizlilig1 ve iistiin taginabilirlik
ile kompakt olmasidir. Bu yontem yiiksek varyasyon katsayisi ve
diisiik tekrarlanabilirlik gibi dezavantajlara sahiptir.

DCC'nin sahada kullaniminin yayginlasacagi ongoriilse de,
toplu tanklardan ve bireysel ineklerden alman siitlerde SHS < 4 x 108
hiicre/mL  oOl¢giimii i¢cin 0zel olarak gelistirildiginden, bu
konsantrasyonu asan SHS'lh siit numunelerinde giivenilirligi
incelenmemistir (Kawai & ark., 2013).

Viskosimetrik Metodlu Somatik Hiicre Sayim Cihazi
(Viskosimetrik siit analizorii)

Viskosimetrik siit analizorii, kapilerden kontrollii 6rnek ¢ikis
stiresi ile tahmin edilen viskozite belirleme prosediiriine dayali
olarak siit kontrolii ve somatik hiicre sayisinin tespiti gayesiyle
tasarlanmigtir. Siitte somatik hiicre degerlendirmeleri icin dizayn
edilmis kiiclik, uygun fiyath, pratik ve uygulanabilir bir servis ve
calisma aygitidir. Somatik hiicre sayma aletinin tiip kismina 5 ml
mastoprim soliisyonu konulurak tizerine 10 ml siit eklenir. Makine
iki siviy1 on kez ters ¢evirerek karistirir. Siit, kizilotesi sensoriin
oniinde cihazin haznesine yukaridan asagiya 90 derecelik agiyla
dokiliirken, kizilotesi sensor soliisyon ve siit karisimi bitene kadar
analiz yapar. Sonug cihazin ekranindan okunur (Anonim, 2016).

Enzimatik Yontemler

Bu yontemler siitteki yliksek enzimlerin tespitine
dayanmaktadir. Mastitte, meme bezindeki N-Asetil glukozmainidaz
(NAGaz) ve laktat dehidrojenaz (LDH) gibi metabolik enzimlerin
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veya lokal bagisiklikta rol oynayan enzimlerin ¢ogu artar. Siitlin
senteziyle gorevli enzimler azalir, yangiyla ilgili enzimler artar.
Fagositlerden kaynaklanan enzimler katlanarak artar ve bunlar N-
asetil--D-glukozaminidaz (NAGaz), beta-glukuronidaz ve katalazi
icerir. Kandan kaynaklanan enzimlerin aktivitesi de artar; drnegin
plazminojen, daha sonra lokal olarak fibrin ve kazeini pargalayan bir
proteolitik enzim olan plazmine aktive edilir (Pyordld, 2003).
Kolorimetrik ve florometrik analizler bu enzimleri hem niteliksel
hem de niceliksel olarak tespit etmek i¢in tasarlanmistir (Srivastava
& ark., 2015). Subklinik olgularda bu enzimler disinda lipaz,
plazmin, fosfataz, esteraz gibi enzimler de artig gostermektedir (El
Nahas & ark., 2017).

Porta SCC siit testi

"Portacheck" adi verilen test, esteraz katalizli enzimatik
reaksiyon {irtiniinlin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Bu, toplam SHS'in
dolayli olarak oOl¢limiidiir. PortaSCC testi (PortaCheck Inc.,
Moorestown, NJ), esteraz i¢in farkli bir boya substrati olan 3-(N-
tosil-l-alaniloksi)-indol kullanan siit esteraz aktivitesini 6l¢gmek igin
hizl1 ve kullanimi basit bir teshis testi saglar (Kandeel & ark., 2019).
Porta SCC siit testinin 3 versiyonu mevcut olup bunlarin tiimii,
birka¢ yeni membran katmani ve bir kuru reaktif sistemi igeren bir
test seridi kullanir. Bu testin prensibi, serit izerindeki boya ile siitiin
somatik hiicrelerinde bulunan enzim (esteraz) arasindaki kimyasal
reaksiyondur. Test seridindeki rengin yogunlugu somatik hiicre
sayistyla pozitif iligkilidir. Mavi rengin yogunlugu siitteki SHS ile
dogru orantilidir. Sonuglar, kimyasal reaksiyonu tetikleyen
aktivatoriin uygulanmasindan 45 dakika sonra degerlendirilir (Rowe
& ark., 202; Hisira & ark., 2023). PortaSCC testinin bir versiyonu,
bir renk semast kullanilarak niteliksel olarak veya dijital bir okuyucu
tarafindan niceliksel olarak okunan orijinal PortaSCC renk testidir
ve digeri ise daha yakin zamanda gelistirilen PortaSCC hizl testidir.
Her iki test de ayn1 teknolojiyi kullanir ancak kullanilan siit ve reaktif
miktart ile inkiibasyon siiresi agisindan farklilik gosterir. Dijital bir
okuyucu kullanilarak, renk degisimine dayali olarak tam SHS
belirlenir (Kandeel & ark., 2019).
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PortaSCC renk testi, test seridine test kitiyle birlikte verilen
pipet kullanilarak numune haznesine 1 damla iyice karistirilmis siit
konulur ve ardindan seride 3 damla aktivator c¢ozeltisi eklenerek
SHS degeri 45 dakika sonra iiretici firma tarafindan saglanan renk
skalas1 kullanilarak o6lgiiliir. Test seridinin rengi, somatik hiicre
sayisin1 (SHS; x 1000 hiicre/mL) <100, 250, 500, 750, 1.500 veya
>3.000 olarak tahmin etmek i¢in referans tablosuyla gorsel olarak
karsilastirilir (Kandeel & ark., 2019).

Renk ayrica test pedi tizerindeki mavi rengin yogunluguna
bagli olarak 6zel bir algoritma kullanarak SHS'yi hesaplayan bir
dijital okuyucu kullanilarak ta olciilebilir. Okuyucu, 6l¢iilen SHS
50.000 ila 3.500.000 hiicre/mL arasinda oldugunda bir deger saglar
ancak SHS<50.000 hiicre/mL oldugunda "LO" kaydeder (Kandeel
& ark., 2019).

PortaSHS hizli testi, test kitiyle birlikte verilen pipetin
ucuyla stribe dokunmadan test stribi deligine 3 damla siit eklenir. Siit
emildikten sonra ayni delige 4 damla (150 pL) aktive edici soliisyon
ilave edilir. 5-6 dakika i¢inde somatik hiicre sayisi, serit renk
skalastyla karsilastirilarak ~ degerlendirilir. Alt tabaka rengi
degismediyse (< 100.000) sonug¢ negatif veya sifir olarak kabul
edilir. A¢ik mavi renk goriilmesi halinde sonu¢ “bir art1” (1 ml’de
200.000), test alan1 deniz yesili renkte ise sonug “iki art1” (1 ml'de
200.000-500.000) ve test seridinin mavi rengi “ii¢ art1” (sirasiyla
1.000.000 hiicre/ml) olarak degerlendirilmektedir (Mazurenko &
Manchulyak, 2017).

Kullanic1 dostu, yerinde bir laboratuvar kullanilmadan
gerceklestirilebilen, uygun maliyetli ve hizli bir testtir. Bu testin

uygulanmasi, diisiik SHS'deki diisiik hassasiyet nedeniyle sinirhidir
(Kandeel & ark., 2019).

UdderCheck™ Testi

UdderCheck, taze siit numunelerinde laktat dehidrojenazi
(LDH) olgen bir seviye cubugu (Dipstick) mastit testidir. Bu siit
cubugu testi sadece iki dakika icinde renk semasiyla karsilastirilan
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yar1 niceliksel sonuglar saglar. Test seridi lizerindeki reaktif pedi
hareketsizlestirilmis substrat L-laktat1 icerir. Bir dizi birlesik
enzimatik reaksiyon yoluyla, bu substrat siitteki laktat dehidrojenaz
(LDH) tarafindan oksitlenirken ayni anda nitrotetrazolyum mavisi
gostergesi mor bir formazana indirgenir. Formazanin son renk
yogunlugu siitteki laktat dehidrojenaz konsantrasyonuyla orantilidir.

Siitteki laktat dehidrojenaz aktivitesi UdderCheck™ Kiti
(PortaChek™, ABD) kullanilarak belitlenir. Test seridi cimbizla
cikarilir. Meme basinin birinden siit 6rnegi dogrudan test seridinin
iizerine (pedine) sikilir veya 10 saniye boyunca 6nceden memenin
loblarinin birinden alinmis bir numuneye batirilir. Daha sonra test
seridi siitten c¢ikarilir ve fazlasi silkelenir, 2 dakika sonra test
seridinin rengi, <100, 100-200, 200-500 ve > 500'de LDH
konsantrasyonunu (U/L) tahmin etmek i¢in gorsel olarak iireticinin
kavanozundaki renk skalasiyla karsilastirilir (Iraguha & ark., 2017,
Rowe & ark., 2020).

LDH, somatik hiicre sayis1 ile iliskilidir. LDH seviyeleri
siklikla SHS'den daha erken yiikselir, bu da onu mastitin erken
tespiti i¢in bir gosterge haline getirir. Basit, ucuz olmasi ve kabul
edilebilir duyarlilik ve 6zgiilliige sahip olmasi nedeniyle robotlarda
stitteki hat i¢i laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin dl¢iilmest,
subklinik mastitin saptanmast i¢in bir gosterge olarak degerlendirilir.
Ancak siit ineklerinde meme sagliginin degerlendirilmesinde dogum
sayist ve laktasyon asamasinin genel sonuclar iizerindeki etkisi
dikkate alinmalidir (Malasauskien¢ & ark., 2020).

NAGase Testi

NAGase konsantrasyonu ile patojenlerin ve Kklinik
enfeksiyonlarin varligi arasinda dogrudan bir iligki bulunmaktadir.
Patojenik bakterilerin varlig1 ve tipine ve somatik hiicre sayimlarina
bagli olarak 0On siitin NAGaz seviyesinde degisiklikler
gozlenmektedir (Kumar & ark., 2020). NAGaz fagositik
hiicrelerden, daha kesin olarak notrofillerden kaynaklanir,
dolayistyla bu lizozomal enzimlerin inflamasyonun gilivenilir
gostergeleridir. Fagositoz ve hiicre lizizi sirasinda NAGase yliksek
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miktarlarda siite salinir. Bu enzim ayn1 zamanda hasar gérmiis epitel
hiicrelerinden de salinabilmektedir(Beni¢ & ark., 2018; Novac &
Andrei, 2020). Siit NAGase seviyeleri, laktasyonun basinda ve
sonunda yiiksektir (Constable & ark., 2016). Siit NAGase enzim
konsantrasyonlarin1  6lgmek i¢in kolorimetrik ve florimetrik
analizler gelistirilmistir. Ticari olarak mevcut bir test yoktur (Obara,
1985; Kumar & ark., 2020).

NAGaz aktivitesinin kalorimetrik ~ yontemle de
belirlenmesinde, siit numunelerine sitrat tampon ¢dzeltisi (200 mM,
pH 4.5) eklenerek 2.5 ila 11 kat seyreltilir. Bu test materyalinin 0,5
ml'sine, substrat olarak 1 ml 0,33 mM p-nitrofenil-N-asetil-,8-D-
glukozaminid soliisyonu (sitrat tampon soliisyonu igerisinde) ilave
edilir. Nihai karisim, 37°C'de 1 saat siireyle inkiibe edilerek
inkiibasyonun sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in 3 ml 1 M glisin
(pH 10.5) ilave edilir. Kloroform (3.5 mi) eklendikten sonra karigim
calkalanir ve ardindan 3000 rpm'de 30 dakika boyunca santrifiijlenir.
Serbest birakilan pnitrofenol miktari, siipernatan tabakasinin 410
nm'sinde kolorimetri ile belirlenir. NAGase aktivitesi, 1 dakika
boyunca 1 ml siit basina {iretilen p-nitrofenol miktar1 olarak ifade
edilmektedir (Obara, 1985).

Tim dolayli teshis testleri arasinda NAGase aktivasyon
tahmininin en yiliksek dogruluga sahip oldugu bulunmustur, ancak
testin pahali olmasi, gelismis ekipman (Fluorimetre) ve 6zel egitim
gerektirmesi, testin yapilmasi en az yarim giin siirmesi gibi bazi
dezavantajlart vardir. Bu nedenle en yiliksek dogruluga sahip
olmasina ragmen saha sartlarinda gerceklestirilmesi zordur (Shoukat
& ark., 2018).

Siit Antitripsin Testi (Maum Testi)

Siit antitripsin aktivitesi, kan 4-1 Proteaz inhibitoriiniin siite
sizmasindan kaynaklanir ve artan gecirgenligin gostergesidir.
Normal siit < 200 BEN {initesi/ml trypsin inhibitorii igermektedir.
Ancak mastitte bu durum birka¢ katina ¢ikar ve bu da subklinik
mastit teshisinde trypsin inhibitor testini mastitin erken tespiti i¢in
kullaniglt hale getirir. Testin kolaylikla yapilabilir ve ucuz olmasi,
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testi yapmak i¢in 0zel bir egitim gerektirmemesi ve sonuglarin 15
dakika i¢inde elde edilmesi bu testin avantajlarindandir. Bu testin tek
dezavantaji etiyolojik ajanlarin tespit edilememesidir. Ancak bu test
arazi sartlarinda kolaylikla uygulanabilmektedir. Kolostrum ve
laktasyon donemi siitteki antitripsin aktivitesini etkiler. Kolostrumda
yuksek diizeyde antitripsin goriiliir ve buzagilamadan sonraki birkag
giin icinde azalir. Laktasyon doneminin etkisi laktasyonun erken ve
sonunda belirgindir ve meme bezinin enfekte olmasiyla diizeyi artar
(Shoukat & ark., 2018).

Mikrobiyolojik Testler

Mastit durumunda siit mikrobiyolojisinin amaci, mastit
kontroliiniin ~ ve/veya tedavi Onlemlerinin  uygulanmasini
kolaylastirmak i¢in genis patojen gruplarini tanimlamaktir
(Middleton & ark., 2017). Mikrobiyolojik yontemler; geleneksel ve
hizl1 yontemler seklinde ikiye ayrilir. Spesifik olmayan veya spesifik
biliylime ortamlarinda morfoloji ve fenotip ekspresyonuna dayanan
geleneksel mikrobiyolojik yontemler, bir meme i¢i enfeksiyonun
saptanmasi i¢in "altin standart" olarak kabul edilmistir. Bununla
birlikte, tlim sagmal ineklerden numune alinmasiyla ilgili lojistik ve
mali hususlar, bu teknigin genis ¢apta benimsenmesine engel
olmustur. Siit kiiltlirli mastit patojenlerinin varligini1 tanimlar ancak
enfeksiyonla iliskili inflamasyonun derecesi hakkinda bir 6lgiim
saglamaz (Sharma, Pandey & Sudhan, 2010). Bu yontemler halen
veterinerlik uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Middleton & ark., 2017). Hizli yontemler terimi, farkl tiplerdeki
minyatiirize biyokimyasal kitleri, antikor temelli serolojik testleri,
niikleik asit hibridizasyon bazli yontemleri ve biyosensorleri
icermektedir. Bu test yontemleri manuel, yar1 otomatik veya tam
otomatik olarak kullanilabilecek oOzelliktedirler (Aras, 2011).
Organizmanin iiretilmesine olanak saglayan bir takim 6zel kiiltiir
vasatlarina secici olarak ekilmesiyle tespit edilir veya Gram boyama
gibi fizyolojik vasiflariin goz oniinde bulunduruldugu boyama
yontemleri, morfolojik koloni nitelikleri, farkl kiiltiir vasatlarinda
iireme nitelikleri ve organizma tarafindan olusturulan veya tiiketilen
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metabolit niteliklerine gore tanimlanmaktadir (Giirsoy & Otlu,
2017).

Direkt yaymada, siiphelenilen mikroorganizmaya gore
giemsa, gram, ziehl neelsen, newman boyalar1 ile boyanir. Genel
testler ve vasatlar olarak Gram boyama, KOH, Katalaz ve Oksidaz
testleri, 6zel vasat kiiltiirlerinde sabouraud dekstroz agar (Mycotic),
baird parker vasati (Staph.), Edward'tin medyumu (Strep.),
Macconkey (enterobacteriaceac) agari kullanilmaktadir.
Streptokoklar igin 6zel testler olarak Karbonhidrat Fermantasyonu,
Sodyum Hippurat, Eskiilin Hidrolizi, CAMP-eskiilin ve S. aureus
Beta-hemolizin; Stafilokoklar icin 6zel test olarak Koagiilaz Tiip
Testi; Gram negatif patojenlere yonelik spesifik testler olarak da
MacConkey Agar Reaksiyonu, Uclii Seker Demir Agar, Simmons
Sitrat Agar ve Hareketlilik testleri gelistirilmistir (Middleton & ark.,
2017).

Mikroorganizmalarin ~ tanimlanmas1  i¢in  kullanilan
konvensiyonel biyokimyasal testler yogun emek ve fazla miktarda
reaktif ve wvasat gerektirir. Minyatiirlestirilmis biyokimyasal
tekniklerde anhidre reaktifler veya kullanima hazir vasatlar
kullanilir. Rutin laboratuvar uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Minyatiir biyokimyasal tekniklerde saf kiiltiirler,
pleytler lizerinde bulunan ¢esitli sivi veya kati vasatlara agilanarak
inkiibasyona tabi tutulur ve bakteriler, enzim-substrat iliskisinden
kaynaklanan renk degisimi veya gaz formasyonu ile saptanir.
Sonuglar tam1 tablolaniyla kiyaslanabilir veya veritabanlari
kullanilarak  tahlil  edilebilir. ~ Mikrobiyolojik  tekniklerin
minyatiirlestirilmesi, ticari mikrobiyolojinin malzeme ve zaman
tasarrufuyla hizli ve kolay bir sekilde caligmasini saglamistir.
Gelistirilen sistemler ile bilhassa rutin tani laboratuvarlarinda ¢ok
sayida numune kisa zamanda islenebilmektedir (Fung,2006). Hizl
minyatiir test kitleri olarak Vitek Gram pozitif tanimlama kiti ve API
Rapid Strep sistem kitleri kullanilmaktadir (Aras, 2011).
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Molekiiler Yontemler

Mikrobiyal DNA, RNA, proteinler veya diger metabolitlerin
tespitine dayanan molekiiler yontemler, tarihsel olarak arastirma
laboratuvarlarinda  patojen epidemiyolojisini anlamak i¢in
kullanilmistir. Molekiiler temelli teshis usullerinin ilerleme
gostermesiyle birlikte viriilans nitelikleri gen bazinda tanimlanmaya
baslanmuistir. N-terminal aminoasit sekans analizi, DNA
sequencing, Southern blot ve hibridizasyon teknikleri ile Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) uygulanan molekiiler yontemler arasinda
yer almaktadir (Said & ark., 2022). PCR viriilans genlerinin hizli ve
dogrudan tespitine olanak saglar (Babalola, 2003). Son on yilda,
molekiiler tekniklere dayali teshis testleri, giiniimiizde bir inegin
veya meme lobunun meme i¢i enfeksiyonu olup olmadigini
belirlemek veya mastite neden olan bakterilerin epidemiyolojisini
incelemek i¢in kullanilmaktadir. Meme i¢i enfeksiyonu teshis etmek
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak mikrobiyal
DNA'nin tespiti; ve cins ve tlir tanimlamasi i¢in molekiiler yontemler
kullanilarak veya belirli bir cins ve tiir i¢indeki bakterilerin sus tipi
belirlenerek mastit epidemiyolojisinin arastirilmasi icin arastirma
laboratuvarlarinda c¢esitli molekiiler yontemler uygulanmaktadir
(Kour & ark., 2023). PCR bazli yontemler bir¢ok durumda
geleneksel bakteri kiiltiirii yontemlerinden daha hizlidirlar. Ayrica
bu yontemler, 6rnegin Mycoplasma spp veya anaerobik bakteri
cinsleri gibi rutin kiiltiir kosullar1 altinda biiylimesi zor olan
organizmalardan DNA'nin saptanmasi i¢in de kullanilabilmektedir.
Ancak bu durumda, daha fazla manipiilasyon igin bir izolatin
toplanmasi amaciyla bakteri kiiltliriine hala ihtiya¢ vardir. Cins ve
tirlerin tanimlanmasi icin PCR, DNA dizilimi veya proteomik
yontemler dahil olmak tizere ¢esitli yontemler kullanilmustir. Belirli
bir cins ve tir i¢indeki patojenlerin susa gore gruplandirilmasi,
pulsed-field jel elektroforezi (Pulsed-field gel -electrophoresis,
PFGE), rastgele arttirilmis polimorfik DNA tiplemesi (randomly
amplified polymorphic DNA typing, RAPD), arttirilmis parca
uzunluk polimorfizmi (amplified fragment length polymorphism,
AFLP) ve ¢ok lokuslu dizi tiplemesi (multi-locus sequence typing,
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MLST) gibi teknikler kullanilarak ger¢eklestirilmistir. (MLST)
(Middleton & ark., 2017).

Giliniimiizde meme i¢i enfeksiyon tanisi i¢in pazarlanan ve
siitteki bakteriyel DNA'y1 tespit etmek i¢in ger¢ek zamanli PCR
yontemlerini kullanan ticari test kitleri bulunmaktadir. Thermo-
Fisher (Pathoproof™) araciligiyla sunulan boyle bir test, rutin kiiltiir
olmadan dogrudan siite uygulanabilmektedir. Bu test, yaygin olarak
goriilen 16'ya kadar farkli mastit patojeninin DNA'sin1 tespit eder ve
"benzersiz hassasiyet ve 6zgillik" ile 4 saat i¢inde sonug verir ve
meme lobu ya da tank siit numunelerine uygulanabilirlir. Kullanilan
kiiltlir ortamina bagli olarak sonsuz sayida cins ve tiirii tespit etme
potansiyelinin bulundugu geleneksel kiiltiirden farkli olarak bu test
yalmizca PCR  primerlerinin  dahil oldugu 16 patojeni
saptayabilmektedir. Test yalnizca DNA'y1 tespit ettiginden memede
"yasam kanit1" sunmadigindan aktif bir meme i¢i enfeksiyonun
mevcut  olup olmadigimi  algilayamamasi  sebebiyle ol
mikroorganizmada da gen bolgeleri korundugu i¢in yanlis pozitif
sonug alinabilmektedir (Middleton & ark., 2017).

MALDI-TOF kiitle spektrometrisindeki iyon kaynagi matris
destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyondur ve ugus siiresi (MALDI-
TOF) kiitle analizoriidiir. MALDI-TOF teknigi, mastitli siit
orneklerinde  bakterilerin  tanimlanmasinda zemin kazanan
proteomik temelli bir yaklasimdir. Proteomik bazli matris destekli
lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresini (MALDI-TOF MS)
kullanan kiitle spektroskopisi bakteriyel tanimlama sistemleri birkag
dakika i¢inde bakteri tiirlerini ve bakteri suslarini belirlemek igin
yapilabilir. Bu yiiksek verimli yontemler (Ornegin Sensititre
AP90™), geleneksel fenotipik tanimlamanin yerini alma ve/veya
tamamlama potansiyeline sahip, %100 duyarlilik ve 6zgiilliik
degerlerine ulasan giivenilir, kullanimi kolay ve uygun maliyetli bir
tekniktir. Bununla birlikte, MALDI-TOF MS'nin tanimlama
yetenegi, mevcut bakteriyel protein profillerinin spesifik spektrum
veritabanlari ile sinirlidir ve bu teknoloji, teshis laboratuvarlarinda
yayginlastirilamayacak kadar maliyetlidir (Duarte, Freitas & Bexiga
2015; Kour & ark., 2023).
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Hedef bakterileri spesifik olarak yakalayabilen ve ¢ip
iizerinde elde edilen desenin okunabildigi bir oligoniikleotid prob
bazli biyogip gelistirilmistir. Yedi Onemli bakteriyel mastit
patojeninin saptanmasinda 6zgilligli ve etkinligi acisindan test
edilmistir. Bu biyogip, siit ¢iftgilerinin rutin kullanimi1 i¢in uygun
degildir. Iyi donamimli bir molekiiler biyoloji laboratuvari ve
egitimli personel gerektirmesi bu biyog¢ipin dezavantajidir (Lee &
ark., 2008).

Meme enfeksiyonu sirasindaki inflamatuar yanit1 gésteren
belirtegler son on yilda ELISA ile test edilmistir. Timor nekroz
faktorleri ve interlokinler gibi sitokinlerin ve haptoglobin gibi akut
faz proteinlerinin ELISA ile tespiti, sigirlarda mastitin
tanimlanmasinda 6nemli bir belirteg olarak kabul edilmektedir
(Kour & ark., 2023). ELISA, yontemlerinin dezavantajlar arasinda
capraz reaksiyonlar nedeniyle 6zgiil olmayisi, dolayisiyla daha az
dogruluk, yiiksek maliyet, altyapt ve teknik agidan vasifli kisi
gerektirmesi sayilabilir (Duarte, Freitas & Bexiga, 2015;
Chakraborty & ark., 2019). Standart kiiltiir teknikleri kullanilarak
klintk mastit vakalarindan higbir bakteriyel patojen izole
edilemediginde, S. aureus, E. coli, S. disgalactiae ve S. agalactiae'ye
kars1 antijenleri tespit etmek i¢in enzime bagli immiinosorbent
analizleri (ELISA'lar) kullanilabilir. Bu patojenlere karsi antijenler,
hicbir patojenin izole edilmedigi ancak SHS'in 500.000
hiicre/mL'den fazla oldugu klinik mastitli ineklerden alinan meme
lobu numunelerin %50'ye kadarinda bir ELISA kullanilarak tespit
edilebilir. Bu umut verici bulgulara ragmen ELISA'lar mastit
patojenlerinin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmamaktadir
(Constable & ark., 2016).

Kizilotesi Termografi (IRT)

Kiziltesi termografi, klinik ve subklinik mastiti ayirt
edebilmesi agisindan CMT ile neredeyse aynidir. KizilGtesi
termografi etkili, tasinabilir ve mastiti erken teshis etmek icin
yerinde kullanilabilecek yeni bir yaklagimdir. Enfekte ve saglikli
memeler arasindaki sicaklik farkina dayanir. Termal kameralar 1s1
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resimleri iretir ve bunlar daha sonra meme enfeksiyonunun
derecesini  belirlemek i¢in analiz edilir. Meme yiizeyinin
sicakligindaki en kiiclik degisiklikleri bile tespit edebilir, bu da onu
erken evre mastit teshisinde faydali kilar (Said & ark., 2022).
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BOLUM 111

Koyun ve Kecilerde Embriyolarin
Kriyoprezervasyonu

Ayse Merve KOSE}l
Sakine Ulkiim CIZMECI?

Giris

Kiiciikbag hayvanlarin 6nemli birkag 6zelligi; diger hayvan
tiirlerine gore ¢esitli tarim Uriinleri i¢in elverissiz olan arazilerde
yasayabilmeleri, kotii ¢evre kosullarinda kolaylikla yetistirilebilmesi
ve {liretim yapabilmeleri ile adaptasyon yeteneklerinin yiiksek
olmasidir (Kose & Tekeli, 2014; Naitana & Ledda, 2020). Son
yillarda kii¢likbas hayvanlarin 6nemi giderek artmaktadir. Kiigiikbas
hayvan yetistiriciligindeki artis, son zamanlarda yardimci iireme
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teknolojilerinin gelistirilmesi ve iyilestirilmesiyle
desteklenmektedir. Hayvanlarin  mevcut gen kaynaklarinin
korunmasi, yiliksek verimli yavrular elde edilebilmesinin yani sira
birim hayvan basma dlisen verimin artirilabilmesi igin
biyoteknolojik ~ yontemlerden  faydalanilmaktadir. Ostriis
indiiksiyonu ve senkronizasyonu, suni tohumlama gibi bazi yardime1
iireme teknolojileri daha yaygin uygulanirken; siiperovulasyon ve
embriyo transferi, in vitro embriyo lretimi ve embriyonun
dondurularak (kriyoprezevasyon) saklanmasi gibi diger teknikler
sigirlarla  karsilastirildiginda daha az siklikla kullanilmaktadir
(Ledda &  Gonzalez-Bulnes, 2018). Ancak embriyo
kriyoprezevasyonu embriyo transferi endiistrisinin 6nemli bir
bilesenidir (Ledda & Gonzalez-Bulnes, 2018; Ferré & ark., 2020).

Embriyolarin kriyoprezevasyonu embriyo transferi ve gen
kaynaklarinin korunmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Bu teknikle disi
ve erkek gametlerinden en yiiksek fayda saglanarak, dol veriminin
artirilir, gen kaynaklarinin saklanmasi ile nesli tiikenmekte olan tiir
ve wrklar korunabilmektedir. Dondurulmus embriyolarin taginmasi,
genetik materyalin iilke disina taginabilmesi i¢in diisiik maliyetli bir
secenek olmasi, farkli ik ve tiirlerin genetik kaynaklarimin
degisiminin saglanmasi ile {istiin verim o6zelliklerine sahip siiriilerin
olusturulmasit ve hastaliklarin  kontroliiniin saglanmasi da
embriyolarin kriyoprezevasyonun diger 6nemli katkilaridir (Kdse &
Tekeli 2014; Ferreira-Silva & ark., 2021; Falchi & ark., 2022).
Basaril1 bir ¢oklu ovulasyon ve embriyo transfer (MOET) programi
genellikle senkronize alicilara transfer edilmeden 6nce embriyolarin
dondurulmasi olasiligini da igermektedir. Kriyoprezervasyon, ticari
embriyo transferi endiistrisinin ayrilmaz bir parcasi haline gelmistir
ancak kiiclikbas hayvanlarda uygulanmasi nispeten az sayida
calismaya dayanmaktadir (Boundy & ark., 1985; Ishwar & Menon,
1996; Kose & Tekeli 2016; Cizmeci & ark., 2018) ve dondurma
isleminin siirekli olarak gelistirilmesi gerekmektedir (Vajta, 2000;
Ledda & Gonzalez-Bulnes, 2018).

Pratik agidan embriyo dondurmanin birgok avantaji vardir:
(1) genetik degeri yiiksek disilerden elde edilen embriyolarin
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dondurulmasi; iistiin genetige sahip annelerden daha ¢ok yavru
alinmasini1 kolaylastirir, bu da genetik gelisme oranini hizlandirir;
(2) embriyonun dondurularak saklanmasi; canli  hayvan
tasimaciligina mali agidan uygun ve giivenli bir alternatif olan
degerli genetik stogun uluslararasi ticaretini kolaylastirir. Kii¢iikbag
hayvanlarda embriyo dondurma protokollerinin basar1 oranlarina
iligkin veriler sigirlarla karsilastirildiginda nispeten daha azdir
(Ledda & Gonzalez-Bulnes, 2018). Bugiine kadar elde edilen
gelismelere ragmen bu teknigin genis Olgekte uygulanmasi hala
nispeten diisiiktiir (Baril & ark., 2001; Falchi & ark., 2022).

Embriyolarin kriyoprezervasyonu

Embriyolarin  kriyoprezervasyonunda amag; embriyolar
bulunduklar1 andaki halleriyle korumak ve c¢ozdirildiigiinde
yasamlarina ve gelisimlerine kaldigi yerden devam etmelerini
saglamaktir. Embriyolarin donduruldugunda; metabolizma, hiicre ici
enzim aktivitesi, gelisim ve boliinme gibi fonksiyonlar durmakta ve
genetik hasar olusmadan yasama fonksiyonlarina zarar vermeden
saklanabilmektedir (Kaymaz, 2019). Kriyoprezervasyon, hiicrelerin
veya dokularin sifirin altindaki derecelerde (-196°C) uzun siirelerde
metabolik aktivitelerini bozmadan dondurularak saklanmasi islemi
olarak tanmimlanmaktadir (Kaymaz & ark., 2022). Koyun ve
kecilerde embriyolarin dondurularak saklanmasi ilk olarak
1970"lerde in vivo tiiretilmis embriyolar i¢in yavas dondurma
yontemiyle rapor edilmektedir (Menchaca & ark., 2018).
Dondurulmus/¢oziilmiis embriyolardan ilk kuzularin 1976'da
dogdugu (Willadsen ve ark. 1976), vitrifiye embriyolardan kuzularin
ise 1989 ve 1990'da dogdugu belirtilmektedir (Gajda & ark., 1989;
Sz¢ll ve ark. 1990).

Dondurma isleminin etkinligi; hayvan tiirlerine, embriyonun
iretilme teknigine (in vitro veya in vivo), embriyonun gelisim
asamas1 ve kalitesine bagli olarak degisebilmektedir (Vajta ve
Kuwayama 2006, Gajda ve Smorag 2009). Dondurma sonrasi
embriyo canliliklarinin in vitro embriyolarda in vivo embriyolara
gore daha diistik oldugu (Gajda & Smorag, 2009; Prentice & Anzar,
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2011) yiiksek lipid konsantrasyonlari nedeniyle soguga ve
dondurmaya karst in vitro embriyolarin daha dayaniksiz oldugu
bildirilmektedir. Embriyonik gelisim asamalarinda ise blastosistlerin
digerlerine gore dondurma isleminden sonra daha iyi yasam
oranlarina sahip oldugu ifade edilmektedir (Gajda & Smorag, 2009).
Kiictikbas hayvanlarda embriyonun kriyoprezervasyonu ve in vitro
embriyo liretimi (IVEP) transferinde basari biiylik 6l¢iide kullanilan
tekniklerin etkinligine baglidir. Dondurularak saklanan ilk koyun
embriyosu, yavas dondurma teknigi ile elde edilmistir; ancak bu
teknik in vitro iiretilen embriyolar agisindan yerini yavas yavas
vitrifikasyon yontemine birakmaktadir (Falchi & ark., 2022).
Koyunlarda vitrifiye edilmis in vitro iretilmis morula ve
blastosistlerin canlilik orani, yavas dondurma teknikleriyle
dondurularak saklanan embriyolarla karsilastirildiginda 6nemli
Olcilide daha yiiksektir (Martinez & ark., 2006; Shirazi & ark., 2010).

Embriyo kriyoprezervasyonunun adimlari: (1) embriyolara
kriyoprotektan maddeler ile muamele; (2) soguma ile buz olusumu
uyarimi ve embriyonun sivi azot i¢inde dondurulmasi; (3) ¢6zdiirme,
(4) kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasi, olarak ifade edilmektedir
(Fahning & ark., Garcia 1992).

Kriyoprotektanlar

Embriyolarin  kriyoprezervasyonu olduk¢a hassas bir
islemdir ve kriyoprotektanlarin kimyasal toksisitesi, intra ve
ekstraselliiler buz olusumu, soguk, kirilma, ozmotik sisme ve
ozmotik biizlisme gibi olaylar nedeniyle embriyolar hasar
gorebilmektedir. Lipitten zengin hiicre zarinda soguk hasarina bagl
degisiklikler olabilmektedir ve bu da hiicre yapisinin bozulmasina
neden olmaktadir (Kaymaz & ark. 2022). Donma sirasinda
soliisyonlarin donma noktasini diisiiriirken ve ayn1 zamanda hiicre
zarin1 ve hiicre i¢i protein yapisini koruyarak embriyoda
olusabilecek zararlar1 engellemek i¢in kriyoprezervasyon ve
cozdiirme esnasinda kullanilan kimyasal maddelere kriyoprotektan
adi1 verilmektedir (Pereira & Marques, 2008, Gibbons & Cueto,
2011; Kaymaz & ark., 2022).
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Hiicrede meydana gelen soguk soku zararlarina, hiicre ici
kristal olusumuna ve ¢ozdiirme sirasinda dekristalizasyona karsi
korunmak i¢in kriyoprotektanlar kullanilmaktadir (Palasz &
Mapletoft, 1996; Noakes & ark., 2001). Kriyoprezervasyondan 6nce
embriyolar kriyoprotektanlarla inkubasyona birakilmaktadir. Bu
sayede embriyonun dehidrasyonu saglanip, buz kristallerinin
soguma esnasinda sitoplazmik yapilar lizerine olusturacagi hasarin
onlenmesi saglanmaktadir (Dobrinsky, 2002; Gibbons & Cueto,
2011). Kullanilan tampon medyumlar: ile pH’st 7,2-7,4 arasinda
sollisyonlar hazirlanmaktadir. Bu amagla TCM-199 (embriyo kiiltiir
medyumu), D-PBS, serum fizyolojik igeren medyumlar
kullanilabilmektedir (Palasz & Mapletoft, 1996; Prentice & Anzar,
2011). Hiicre membranindan gecemeyen kriyoprotektanlar
ekstraselliiler kriyoprotektanlar, hiicre membranindan gegerek
intraseliiler yapiya niifuz edenler ise intraselliiler kriyoprotektanlar
olarak adlandirilir (Pereira & Marques, 2008; Gibbons & Cueto,
2011).

Intraselliiler kriyoprotektanlar hiicre igine girerek hiicreden
stvi ¢ikist saglayarak sitoplazmanin korunmasina yardimer olan
diistik molekiil agirhigma sahip kimyasallardir. Dimetilsiilfoksit
(DMSO), etilen glikol (EG), gliserol (G), propilen glikol (PG),
polietilen glikol (PEG) gibi kriyoprotektanlar bunlara &rnektir
(Pereira & Marques, 2008; Kaymaz, 2019). Bu maddeler
kriyoprezervasyondan Once, embriyo hiicreleri igerisindeki sivi ile
ozmotik basing farki nedeniyle yer degistirmektedir. Bu sekilde
hiicre hacmindeki degisiklik azalarak, embriyo hiicreleri iginde buz
kristalleri olusumu minimuma inmektedir (Noakes & ark., 2001;
Gibbons ve Cueto, 2011; Verma & ark., 2012). Etilen glikoliin
permeabilite 6zelligi yiiksektir ve bu sayede hiicre i¢cinde nulunan
yapilarin ve tiim hiicre membraninin korunmasini saglamaktadir.
Etilen glikol, toksisitesinin digerler kriyoprotektanlara nazaran daha
diisiik olmasi, dondurma ¢ozdiirme sirasinda hiicrelerde osmotik
basing degisikliklerine neden olmamasi sebebiyle de oldukca
giivenli bir intraselliiler kriyoprotektan olarak ifade edilmektedir
(Massip, 2001; Holtz, 2005; Aminoor-Rahman & ark., 2008;
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Gibbons & Cueto, 2011; Saragusty & Arav, 2011). Cizmeci & ark.
(2018) yavas dondurulan in vivo Saanen kegisi embriyolarinda farkl
kriyoprotektanlarin etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda ¢ozdiirme
sonrasi in vitro kiiltiirde embriyolarin 24, 48 ve 72. saatlerdeki
canlilik oranlarint DMSO da %46.88; %40.63; %28.13, gliserolde
%354.55; %45.45; 9%36.36, EG’de ise %64.86; %56.76; %54.05
olarak belirlediklerini, EG ile dondurulan embriyolarda 72. saatteki
canlilik oranlarmin diger kriyoprotektanlardan daha yiiksek
oldugunu ifade etmektedirler.

Yiiksek molekiil agirligma sahip sigir serum albiimini,
mannitol, sorbitol (makromolekiiller), laktoz, sukroz, glukoz,
fruktoz, trehaloz ve rafinoz (sakkaritler) gibi kimyasallar
ektraselliiler kriyoprotektanlara ornektir (Pereira & Marques, 2008).
Makromolekiiller, olusan buz kristallerinin sekil ve biiyiikliikklerini
degistirerek, sakkaritler 1ise hiicreleri dehidre ederek buz
kristallerinin azalmasin1 saglamaktadir (Kése & Tekeli, 2014).
Sakkaritler, dondurma ve ¢ozdiirme esnasinda hiicre i¢ine niifuz
etmeden intraseliiler siviy1r ¢ekerek hiicre zar1 ve sitoplazmasini
korumaktadir (Kaymaz, 2019). Hiicre zarindaki fosfolipitlerle
etkilesime girip yiizey artis1 gerceklestirerek koruma saglamaktadir.
Bu sayede ¢o0zdiirme esnasinda hiicreler {izerinde meydana
gelebilecek ozmotik sokun Oniine gecilebilmektedir (Kaymaz &
ark., 2022).

Embriyo kriyoprezervasyon yontemleri

Embriyolarin dondurulmasi i¢in kullanilan ydntemler;
geleneksel yavas dondurma (slow-freezing) ve vitrifikasyon’dan
olusmaktadir (Fahning & Garcia ,1992; Amiridis & Cseh, 2012).

Yavas dondurma protokolleri biyolojik bir dondurucu
gerektirmektedir ve tamamlanmasi i¢in daha fazla zamana ihtiyag
duyulmaktadir. Vitrifikasyon oldukga hizli bir tekniktir ve herhangi
bir 6zel ekipman gerektirmediginden zaman ve maliyet acisindan
daha etkindir ve bu nedenle rutin saha kullanimina iyi bir sekilde
uyarlanmistir (Baril & ark., 2001; Vajta & Kuwayama, 2006).
Koyun ve ke¢i embriyolart1 hem yavas dondurma hem de
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vitrifikasyon  iglemlerinde  canliliklarin1  koruyabilmektedir
(Martinez & ark., 1998). Farkli teknikler arasindaki karsilastirmalar
esas olarak embriyo transferi sonrasi kuzulama oranlarina
dayanmaktadir. Ancak transfer i¢in embriyolarin  se¢imi,
Uluslararast Embriyo Transfer Dernegi'nin ydnergelerine uygun
olarak ¢cOzdiirtldiikten sonra embriyo morfolojisinin
stereomikroskopik degerlendirmesine dayanmaktadir (Abe & ark.,
2002). Vitrifiye in vitro ve in vivo olarak iiretilen sigir blastosistleri
(Vajta, 2000) ve kontrollii yavas dondurulmus in vivo olarak tiretilen
koyun morulalar1 ve blastosistleri (Cocero & ark., 2002) iizerinde
yapilan calismalarda bu degerlendirmelerin subjektif olabilecegi
ifade edilmektedir.

IVEP ile elde edilen embriyolarinin vitrifikasyonunun
etkinligi embriyonik gelisim asamasi, kullanilan cihazlar, hacim ve
sogutma hiz1 gibi bir¢ok faktore baglidir (Dos Santos-Neto & ark.,
2017). Koyunlarda erken kompakt ve kompakt morula gibi erken
embriyonik gelisim asamalarindaki embriyolar, vitrifikasyon
prosediirlerine blastosistlerden daha duyarlidir (Naitana & ark.,
1997). Benzer farkliliklar erken ve ekspanded IVP blastosistleri
arasinda da gozlenmektedir (Ledda & ark., 2019). Embriyo
vitrifikasyonunun etkinliginin, ¢dzdiirme sonrasi kiiltiire edilen
embriyolarin morfokinetiginin kaydedilmesiyle in vitro olarak takip
edilebilmektedir. Vitrifikasyon ve ¢ozdiirme sonrasi blastocoel'in
yeniden genlesmesi ve hatching olusumunun, sonraki gelisimin 6ncii
gostergeleri olarak diisiliniilebilecegi ifade edilmektedir (Leoni &
ark., 2008). Kose & Tekeli (2016) vitrifiye in vivo Saanen kegisi
embriyolarinin ¢ozdiiriilmesi sonrasinda kiiltiirde hayatta kalma
oranlarimi aragtirdiklart c¢alismalarinda 24. 48. ve 72. saatlerde
sirastyla morula asamasindaki embriyolarda %51,3, %20,5 ve
%15,4, blastosist asamasindaki embriyolarda ise %64,5, %41,9 ve
%32,3 olarak tespit ettiklerini belirtmektedir. In vitro iiretilen koyun
blastosistlerinin vitrifikasyon yontemleri sonrasi transferini takiben
gebelik oranlarmin %30-%S55 arasinda degistigi ifade edilmektedir
(Dos Santos-Neto & ark., 2017).
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Yavas dondurma

Standart, geleneksel ya da kontrolli dondurma yontemi
olarak da isimlendirilmektedir (Kaymaz, 2019). Embriyolar,
geleneksel kriyoprezervasyonda daha diisilk konsantrasyondaki
(~1,5M=%10)  kriyoprotektanlar  kullanilmaktadir. = Yavas
dondurmada programlanabilir dondurma cihazi kullanilmakta ve
cihaz i¢inde bir protokol ile dondurulmaktadir (Kose & Tekeli, 2014;
Cizmeci & ark., 2018, Luo & ark., 2019). Bu yoOntem
kullanildiginda, tam olarak donma islemi gerceklesene kadar,
embriyolar uzun siire kriyoprotektanlara ve bu maddelerin toksik
etkisine maruz kalmaktadir. Dondurma esnasinda embriyonun hiicre
icinde buz kristalleri meydana gelmekte ve hiicre membranlarinda
hasar ve zona pellusidada ¢atlama ve ya kirilma istenmeyen sonuglar
meydana gelebilmektedir (Kdse & Tekeli, 2014). Bu yontemde; (1)
embriyolar farkli molar konsantrasyonlarda hazirlanmis diisiik
molekiil agirlikli kriyoprotektanlar ile 24-25 °C’ 10’ar dakika
bekletilir, (2) payete alinan embriyo, dondurma cihazina alinir ve -
5/-7°C’de buz kristali olusumu baslatilir (ice-seeding), (3) ice-
seeding asamasindan sonra, dakikada ortalama 0,3-0,6°C ile -30/-
35°C’ye arasinda kontrollii bir sekilde distiriilerek dondurulur (4),
payet -196°C’ deki siv1 azot igerisine alinarak ¢ozdiiriilene kadar
muhafaza edilir (Gibbons & Cueto, 2011; Saragusty & Arav, 2011,
Kose & Tekeli, 2014).

Yavas dondurma, diinya ¢apinda bir¢ok uygulayici
tarafindan kullanilan, in vivo tiiretilmis embriyolar i¢in varsayilan
bir yontemdir ve kabul edilebilir embriyo kriyotoleransi ve gebelik
orantyla sonug¢lanmaktadir. Ancak in vitro {iiretilen embriyolara
yavas dondurma uygulandiginda daha diisiik sonuclar elde
edilebilmektedir (Massip, 2001; Dos Santos-Neto & ark., 2017; Luo
& ark., 2019). Geleneksel yontemle dondurulmus in vivo keci
embriyolardan %60-70 oraninda gebelik beklenirken, in vitro
dretilen keg¢i embriyolarindan ise %30-40 oraninda gebelik
beklenmektedir (Youngs, 2011). Ke¢i embriyolarinin koyun
embriyolarina gore daha yiiksek yasam oranma sahip oldugu,
gliserol-etilen glikol karigimu ile vitrifiye edilmis koyun ve kegi
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embriyolarinin  gebelik oranlarinin in  vitro iretilmis kegi
embriyolarinda %060, koyunlarda %41, in vivo iiretilmis
embriyolarin ise kecilerde %45 koyunlarda ise %15 oldugu
belirtilmektedir (Kaymaz & ark., 2022). Ferreira-Silva & ark. (2021)
in-vitro ke¢i blastosistlerinde geleneksel dondurma ve dimetil
stilfoksit ile vitrifikasyonda, gebelik oranlarini sirasiyla %60, %50
hiicre canlilik oranlarin1 ise sirasiyla %68, %60 olarak
bildirmektedir ve DMSO kullanilarak yapilan geleneksel dondurma
ve vitrifikasyonun, keci IVP embriyolarinin kriyoprezervasyonu igin
benzer etkinlige sahip oldugunu ifade etmektedir.

Yavas dondurmaya tabi tutulan in vitro tiretilen embriyolarin
hayatta kalma oranini artirmak i¢in gesitli startejiler onerilmektedir
(Sudano & ark., 2013; Sanches & ark., 2016). Sogutma hizinin,
1sitma hizinin ve farkli kriyoprotektif ajanlarin kullaniminin etkisi
iizerine sistematik karsilagtirmalarin yapildigi calismada yavas
sogutma hizinin, suyun hiicrelerden ozmotik olarak ¢ikmasi i¢in
yeterli zaman sagladigi, boylece hiicre i¢i buz kristallerine zarar
verilmedigi ve kriyoprotektanin ¢oziilme sonrasinda hiicrelerden
cikarilmast sirasinda ozmotik sismenin en aza indirildigi
belirtilmektedir (Seidel, 2015). Ancak yavas dondurmanin IVEP
programlarina uygulanmasi tartigmalidir. Asir1 sitoplazmik lipit
icerigi, embriyonun yapisal, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindeki
degisiklikler, embriyo gelisim asamasi, ortam bilesimi ve
protokoller gibi in vivo iiretilen embriyolarla karsilagtirildiginda in
vitro tiretilen embriyolarin daha diisiik kriyotolerans: ile iligkili
bir¢ok faktoriin oldugu belirtilmektedir (Menchaca & ark., 2018;
Luo & ark., 2019).

Vitrifikasyon

Vitrifikasyon; hiicrelerin  diisiikk  sicakliklarda, hiicre
icerisinde tamamen camsi ya da vitroz bir yap1 olusturularak
dondurulmasidir  (Vajta  ve  Kuwayama, 2006). Bu
kriyoprezervasyon yonteminde; yiiksek oranda kryoprotektanlarla
(~6-8 M = >%40) viskozitesi artirilmis kryoprotektan soliisyonlari
kullanilmaktadir. Embriyolarin cam benzeri bir yapida buz
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kristallerinin  olusumunun Onlenmesi i¢in hizla sogutularak
dondurulmasi olarak ifade edilmektedir (Massip, 2001; Aminoor-
Rahman & ark., 2008; Kdse & Tekeli, 2014). Kriyoprotektanlarin
zararli etkilerinin minimuma indirilebilmesi i¢in ekilibrasyon
zamanmin kisaltilmast  gereklidir. Kullanilan ¢ift asamal
ekilibrasyonun ortadan kaldirilmasi ve kriyoportektan toksisitesinin
azaltilmasi amaciyla formamid, trehaloz, sukroz ve farinoz gibi
medyumlarin kullanilmas1 avantaj saglayabilmektedir (Kose &
Tekeli, 2014). Embriyolar farkli konsantrasyondaki vitrifikasyon
soliisyonlartyla ekilibre edilmektedir. Ekilibrasyonda kullanilan
soliisyonlarda her bir asamada etken madde konsantrasyonu
artmaktadir. Embriyo iizerinde olusabilecek toksik etkilerin
minimize edilebilmesi amaciyla da ekilibrasyon siireleri
konsantrasyon arttik¢a azalmaktadir (Kaymaz, 2019).

19901 yillardan bu yana, hem in vivo olarak elde edilen hem
de in vitro olarak iiretilen embriyolar i¢in yavas dondurmaya
alternatif olarak kii¢iikbas hayvanlarda ¢esitli vitrifikasyon
yontemleri onerilmektedir. Farkli tlirdeki kriyoprotektanlari ve bu
kimyasallarla maruz kalma stirelerini, kriyo cihazlarin1 ve
protokollerini karsilagtiran calismalarda, bu tiirlerde farkli basari
oranlariyla vitrifikasyon sonuglari rapor edilmektedir (Traldi & ark.,
1999; Dattena & ark., 2000; Papadopoulos & ark., 2002; Cognié¢ &
ark., 2003; Martinez & ark., 2006; Gibbons & ark., 2011; Ferreira-
Silva & ark., 2017). Vitrifikasyon, yiiksek donma hizinda
(2500°C/dakika) 0,25 ml’lik payetlerin sivi azot igerisine direkt
olarak birakilmasiyla saglanmaktadir. Ayrica bu teknige alternatif
olarak gelistirilen “open pulled straw” (OPS) teknigi ile dondurma
hiz1 daha da artmaktadir (Noakes ve ark 2001, Amiridis ve Cseh
2012). 0,25 ml'lik payet (Naitana ve ark. 1997) veya OPS yontemi
in vivo tiretilen (Baril & ark., 2001; Dattena & ark., 2004; Martinez
& ark., 2006) veya in vitro (Dattena & ark., 2004) {iretilen koyun
morulalarinin ve blastosistlerin basarili bir sekilde donduruldugu
calismalar bulunmaktadir. In vivo iiretilen koyun embriyolarinda
gebelik ve embriyo yasama oranlarinin sirasiyla slow freezing de
%68,4 ve %44,7, vitrifikasyonda %50,0 ve %33,3 ve OPS
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vitrifikasyonda %354,5 ve %36 oldugu aralarinda 6nemli bir fark
olmadig ifade edilmektedir (Bettencourt & ark., 2009).

Baril & ark. (2001), vitrifiye koyun embriyolarinin
dogrudan transferinden sonra %50'lik bir embriyo hayatta kalma
orani ve doguma kadar yiiksek bir gebelik oram (%72)
bildirmektedir. Kriyoprotektanin uzaklastirilmasindan sonra veya
dogrudan c¢oziildiikten sonra transfer edilen vitrifiye embriyolar
arasinda kuzulama (sirastyla %67 ve %75) ve embriyo hayatta kalma
oranlar1 (embriyo transferinden dogmus kuzular sirasiyla %49 ve
%353) agisindan da herhangi bir fark bulunmadig1 ifade edilmektedir.
Canliligin embriyolarin kdkenine bagli oldugu ve in vivo olarak
iiretilen embriyolar ile IVEP teknikleriyle elde edilen embriyolar
arasinda hayatta kalma oranlarinda farkliliklarin bulundugu, in vivo
olarak iiretilen embriyolarin dondurulmasindan sonra canliligin
onemli Ol¢iide azalmadigr (%70-90), dondurularak saklanan IVEP
embriyolarinda O6nemli o6l¢lide daha diisiik (%30-40) oldugu
belirtilmektedir (Ledda & Gonzalez-Bulnes, 2018).

Vitrifikasyonun yavas dondurmaya gore ozel ekipmana
thtiyag duymamasi, iscilik stiresini kisaltmasi, uygun maliyetli
olmas1 ve dolayisiyla sahada rutin kullanima daha uygun olmasi,
dondurma esnasinda embriyoda buz kristallerinin meydana
gelmesinin Onlenmesi gibi bazi avantajlari bulunmaktadir (Vajta &
Kuwayama, 2006; Kose & Tekeli 2014). Buna karsin  ¢ozdiirme
esnasinda stereo mikroskop kullanimina ihtiya¢ duyulmasi,
kriyoprotektanlarin uzaklastirilmas: i¢in farkli sulandirmalardaki
medyumlarda yikanmasma ihtiyag duyulmasi ve yiiksek
konsantrasyonda kriyoprotektan kullanilmast sebebiyle
embriyolarda hasara neden olmasi gibi dejavantajlar1 da
bulunmaktadir (Kése & Tekeli 2014).

Ote yandan, minimum hacim yontemleriyle vitrifikasyonla
ilgili, esas olarak in vitro iiretilen embriyolarin kriyotoleransina
odaklanan yeni bilgilerin yayinlandigi belirtilmektedir (Arav, 2014,
Menchaca & ark., 2018). Ke¢i (Moraté & ark., 2011) ve koyun
embriyolarinda (Dos Santos-Neto & ark., 2017) iimit verici sonuglar
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elde edildigi belirtilmektedir (Menchaca & ark., 2018). Minimum
hacimli vitrifikasyon yontemleri Cryotop ve Spatula MVD'yi
kullanarak koyun embriyolar: iizerine yapilan bir ¢alismada (Dos
Santos-Neto & ark., 2017) in vivo embriyolar i¢in, Cryotop ile
vitrifikasyonda %067,1'lik gebelik oranina ulasirken, yavas
dondurma i¢in bu oran %45,6; in vitro lretilen embriyolar igin
gebelik oran1 Cryotop ve yavas dondurma igin sirastyla %55,1 ve
%7,3 olarak bildirilmektedir. Minimum hacim ydntemleriyle
vitrifikasyonun koyunlarda IVEP programlarinin gelecekteki
uygulamalar1 i¢in bir kriyoprezervasyon araci gibi goriindigii ve
geleneksel MOET programlarindaki yavas dondurma teknolojisinin
yerine bir alternatif olabilecegi belirtilmektedir (Menchaca & ark.,
2018).

Son zamanlarda embriyo vitrifikasyonu, c¢ozdiirme ve
seyreltilmesinin pipet igerisinde yapilabilecegi yeni bir sistem olan
'E.Vit'in kullanilmasin1  6nerilmektedir. Cozdiirmeden sonraki
sonuglar, daha sonraki gelisimin Ongoriisii olabilecek embriyo
kalitesi ve yliksek hayatta kalma oranlarini gostermektedir (Ledda &
ark., 2019). Bu yontem ile ekipman, teknik beceri ve embriyo tagima
ihtiyacin1 azaltip ve embriyonun dogrudan uterusa transferini
kolaylastirabilecegi ifade edilmektedir (Falchi & ark., 2022).
Gelismis kriyoprezervasyon teknigi ile embriyolar, tek bir zaman ve
yerde toplanip ihtiya¢ duyulan sayida aliciyla bagka bir zaman ve
yerde kullanilabilmektedir. Ancak in vitro {iretilen embriyo
kriyoprezervasyonu konusunda oOnemli ilerlemeler saglanmis
olmasina ragmen, bu teknolojinin daha genis ¢capta uygulanmasi igin
kolay, hizli, diisiik maliyetli ve etkili bir yontem elde etmek amaciyla
daha ileri aragtirmalara ve bazi iyilestirmelere hala ihtiya¢ oldugu da
ifade edilmektedir (Luo & ark., 2019).

Kriyoprezervasyon Uygulanan Embriyolarda Coézdiirme

Embriyonun i¢inde bulundugu payetler siv1 azottan ¢ikartilir,
havada yaklasik 3-5 saniye ve 30-38°C’deki suyun igerisinde 20-30
saniye bekletilerek embriyolar ¢ozdiiriilmektedir (thawing).
Kriyoprotektanlarin  embriyo lizerindeki zararli etkilerinin
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Onlenmesi  amaciyla  hizla  embriyodan  uzaklagtirilmasi
gerekmektedir (Kaymaz & ark., 2022). Beta-merkaptoetanol (BME),
Linoleik asit albiimin (LAA) veya BSA gibi membran koruyucu
maddeler hiicre membranin1 stabilize ederek kriyoprotektan
maddenin hiicre digina ¢ikmasi sirasinda hiicreye zarar vermesini
engeller. Bu nedenle ¢6zdiirme soliisyonunda kullanilmas1 gereken
maddelerdir (Kdse & Tekeli, 2014; Kaymaz, 2019). Ayrica galaktoz,
sukroz ve trehaloz gibi hiicre i¢ine giremeyen sekerler
kriyoprotektan maddelerin yogunluk farki ile hiicre disina ¢ikmasini
saglayarak ortamdan uzaklastirilmasi1 amaciyla kullanilmaktadir. Bu
uzaklastirma iglemi tek veya iic kademeli olarak yapilmaktadir
(Massip, 2001; Kose & Tekeli, 2014).

Payetleme  esnasinda  payet  icinde 1 molar
konsantrasyonundaki sukroz bulunmaktadir. Dondurma sirasinda
sukroz ve embriyo birbirleri ile temas etmezler. C6zdiirme esnasinda
ise payet bosaltildiginda sukroz embriyoya temas ederek toksisite
riski olusturmaktadir. Embriyo farkli konsantrasyonlardaki sukroz
¢Ozeltilerinde 10 dakika kadar bekletilerek sukrozdan arindirilarak
tekrar siviyla dolar ve transfere hazir hale gelir (Kose & Tekeli,
2014; Kaymaz & ark.,2022). Embriyolar, direkt transfer metotlari
veya tek asamali (one step) yontem ile dondurulmussa ¢ozdiiriiliir
cozdiirilmez  direk  transfer  edilebilmektedir. ~ Embriyo
dondurulurken  kriyoprotektan olarak gliserol kullanildiysa
gliseroliin uzaklastirildiktan sonra transfer edilmesi gerekmektedir.
Dondurmada gliserol ile sukroz birlikte yada etilen glikol tek basina
kullanilmigsa herhangi bir isleme gerek kalmamaktadir (Kose &
Tekeli, 2014).
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BOLUM 1V

Sperma Sulandiricilar1 Uzerine Antioksidanlarin
Etkisi

GOKHAN KOCAK

GIRIS

Gilinlimiizde gamet hiicrelerinin saklamasi i¢in 5°C de kisa
stire de saklama, dondurma veya liyolifizasyon ile uzun siireli
saklama yontemlerinden faydalanilmaktadir. Memeli canlilardan
elde edilen sperma kisimlara ayrilarak, hacim olarak arttirilmasi,
metabolizmalarinin sonucunda meydana gelen atiklarin ortamdan
uzaklastirilmasi, enerji ihtiyaclarin karsilanmasi gibi ihtiyaclar
icin sulandirma islemine ihtiyag¢ duyulmaktadir. Ek olarak
spermanin sogutularak kisa siireli saklanmasi ya da dondurulmasi
icinde sulandirilmasi zorunludur. Spermanin sulandirma ve
sogutulmasi anindaki 1s1, sulandiric1 igerisine eklenen kimyasal
madde igerigi ve kriyoprotektif ajanlarin da basariyr etkiledigi
bildirilmektedir (Kaneko & ark., 2014; S6nmez, 2013).
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Spermanin sulandirilma, sogutulma, dondurma ve eritilme
siireclerindeki farkli ozmotik basing, sicaklik, mekanik ve kimyasal
etkenlere maruz kalmalar sonucunda fonksiyonel olarak morfolojik
ve niikleer hasarlarda ortaya cikabilmektedir. Ortaya ¢ikan hasar
nedenleri kullanilmakta olan kimyasallarin yapisia ve hayvan
tiirlerine  (spermatozoonlarinin plazma membran yapilar ile
permabilitelerinin 6zellikleri) bagl olarak da degismektedir. Ortaya
¢ikan hasarlarin etkilerinin azalmasi i¢in ve daha giincel protokoller
gelistirilerek kriyoprotektif ajanlarla, sicaklik farklariyla alakali
calismalarin ele alinmasina agirlik verilmistir (Vajta & Kuwayama,
2006).

Antioksidan Maddeler

Yapisinda ortaklanmamis bir veya birden fazla sayida
elektron bulunduran molekiiller “’serbest radikaller’’olarak
adlandirilmaktadir. (Zhong & Zhou, 2013). Bu yapidaki radikaller,
yapilarinda bulunan elektronlar1 hiicre i¢erisinde bulundurdugu iyon
transferi kanallar1 araciligi ile hiicrelerden gecirip membran
yapilarindaki protein ve lipit boliimlerinin etkilemesine neden
olmaktadir (Bucak & ark., 2007). Serbest radikallerin yapilarinda
reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri bulunmaktadir.
Reaktif oksijen tiirlerinde {i¢ biiyiik tip olarak siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksil seklindedir (Zhong & Zhou, 2013).

Serbest radikallerin olusturdugu zarar veren etkilere karsi
organizma koruyucu mekanizmalar olusturur. Bu mekanizmalar
serbest radikal olusumu ve olusmus serbest radikal zararlarinin
etkilerini 6nler. Bu iglevlerin yerine getirilmesinde gérevli maddeler
antioksidanlar olarak isimlendirilmektedir (Akkus, 1995).

Antioksidanlar yapilar itibariyle endojen ve ekzojen olarak
iki ana grupta incelenir. Yap1 ve isleyislerindeki mekanizmalara
bakildiginda  antioksidanlar  enzimatik ve  nonenzimatik
antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir (Gutteridge, 1995).
Serbest oksijen radikallerinin meydana getirdigi zararl etkilere karsi
engel olmak icin, spermatozoon ve seminal plazma ortaya
cikabilecek lipit peroksidasyonu kaynakli zararlara karst
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antioksidanlar1 yapilarinda igerirler (Alvarez &Storey, 1983). Ancak
mevcut antioksidan sistem, reaktif oksijen tiirleri kaynakli
olusabilecek toksik etkilere ve oksidatif hasarin engellenmesine
kars1 koymak icin yeterli gelmemektedir (Taylor, 2001).
Antioksidan ilavesinin spermatozoonlarin saklanmasi isleminde
oksidatif stresin azaltilmasi amagli sogutulmus ya da dondurulmus
spermatozoonun kalitesini  arttirmig oldugu belirtilmektedir
(Bilodeau ve ark. 2001).

Enzimatik Yapidaki Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon
peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma
hattinin ~ olusumunda rol oynayan enzim  yapisindaki
antioksidanlardir (Sen, & ark., 2010; Pham-Huy, He & Pham-Huy,
2008; Valko & ark., 2007).

Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutazlar (SOD), siiperoksit radikallerinin
hidrojen peroksite dismutasyonunu Kkataliz eden metalloenzim
grubudur.  Hiicrelerin  mitokondrilerinde,  sitosoliinde  ve
plazmalarinda bulunurlar (Poul & ark., 1993). Reaktif oksijen tiirleri
tarafindan meydana gelebilecek zararlara karsi ilk olan savunma
hatt1 olusumuna katilirlar (Sen & srk., 2010; Sen & ark., 2011).
Stiperoksit dismutazin gorevi, siiperoksit radikalinin (O2 .-) hidrojen
peroksite (H202 ) ve molekiiler oksijene (O2 ) katalizinin saglayan
enzimatik yapida olan bir antioksidandir. Hidrojen peroksit
uzaklastirilmasi GPx ya da CAT sayesinde olmaktadir (Young &
Woodside, 2011). Insanlardaki SOD ii¢ formda bulunmaktadir.
Bunlardan ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) bulunduran siiperoksit dismutaz
(Cu/Zn SOD) sitozolde iken, manganezi (Mn) igeren siiperoksit
dismutaz ise (Mn SOD) mitokondri igerisinde ve ekstraselliiler
stiperoksit dismutaz ise (EC SOD) hiicre disindaki sivilarda bulunur
(Sen & ark., 2011; Young & Woodside, 2011).
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Katalaz

Katalaz  biitlin  hiicre  tiplerinin  yapisinda  farkh
konsantrasyonlarda bulunup, dért hem grubunda bir hemoprotein
yapisinda olup molekiil agirligi ise 248,000 Dalton olarak bilinir.
Hidrojen peroksidin molekiiler oksijene ve suya katalizini saglar
(Akkus, 1995). Katalazin kimyasal yapisin1 dort protein alt birimi
olusturur. Her alt birim, hem grubu ve NADPH molekiilii
icermektedir (Cheung & ark., 2001; Kirkman, Galiano & Gaetani,
1987). Bir¢ok katalazda ki NADPH molekiili konumu yiizeye
yakindir ve siki olarak baghdir (Zamocky & Koller, 1999). Katalaz,
peroksizomlarda oldugu gibi hiicre i¢ organellerinde ve az miktarda
endoplazmik retikulumda ve mitokondride bulunmaktadir. Hidrojen
peroksitin, H20 ve Oz ’ye doniisiimiinde etkilidir (Limon-Pacheco &
Gonsebatt, 2009). Siiperoksit radikalinin ise SOD tarafindan H20>
doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit radikal yapida olmayip, biyolojik
oneme sahip olan molekiiller ile reaksiyona girmez, fakat Cu ve Fe
iyonlarin katalizorliiglinde Fenton reaksiyonu hidroksil radikali
(OH) olusumunun 6n maddesi olarak bilinmektedir (Cheung & ark.,
2001; Larson & ark., 1988).

Glutatyon Peroksidaz

Ik olarak1957 de Mills tarafindan kesfedilen olan enzim
indirgenmis glutatyon (GSH) ile lipit peroksitleri ve hidrojen
peroksitin pargalanmasinda goérev alir. Membranda bulunan
lipidlerin lipid peroksidasyonu zararli etkilerine kars1 korur (Poul &

ark., 1993).

Glutatyon peroksidaz, hiicre sitoplazmasinda bulunur ve
H>0O> kaynakl1 oksidatif hasar etkisine kars1 hiicreleri korumaktadir.
Bu sayede H202’den Oz .- ’nin olusmasini engellemis olur.
Glutatyon peroksidaz yapi olarak dort protein alt biriminden
olusmaktadir. Her ayr1 bir alt birim ise bir selenyum atomunu
icermektedir (Sen & Chakraborty, 2011). Elektron kaynagim
glutatyonu (GSH) kullanip H202 ’yi ve organik hidroperoksitleri
(lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize eden
enzim yapisina sahiptir. Glutatyon peroksidaz enziminde iki ana tip
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enzim saptanmistir. Aktif bolgesinde selenyum bulunduran
selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx)’dir. Selenyum
bagimli glutatyon peroksidaz yapi1 olarak  H2O> ve organik
hiperoksitlere kars1 etki gdstermektedir. Selenyuma bagimli
olmayan glutatyon peroksidaz (GST) organik hidroperoksitleri
metabolize etmede faaliyet gostermektedir (Reiter &ark., 1995).

Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz yapisinda flavin adenin dintikleotid
(FAD) bulunduran flavoprotein olusmunda enzimdir. Lipid
peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin
onlenmesi i¢in koruyucu etkisi olan thiol bilesigidir . Antioksidan
olarak sistemdeki rolii ise suda ¢Ozilinen antioksidanlari rejenere
etme yeteneginin olmasidir. Bundan dolay1 antioksidanlar ile birlikte
kullanilmaktadir (Irvine, 1996; Baumber & ark., 2000).

Nonenzimatik Yapidaki Antioksidanlar

Sperma sulandiricilarinda katilmakta olan glutatyon, sistein,
vit C (askorbik asit), vitamin E, folik asit, , hyaluronik asit,
karotenler, alfa lipoik asit, trehaloz, tirik asit, melatonin, albiimin,
kuenzim Q10, a-Lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin, selenyum
ve taurin, enzimatik Ozelligi bulunmayan molekiiler yapidaki
antioksidanlar olarak bilinirler (Carlberg & Mannervik, 1985; Frei,
1994; Akkus, 1995; Halliwell & Gutteridge, 2000).

Glutatyon

Neredeyse tiim okaryotik hiicrelerde sentezlenmekte olan
glutatyon yiiksek yogunluklarda bulunmaktadir. Glutatyon
antioksidan Ozellikte hareket ederek, hiicrenin redoks durumunun
korunmasinda,  detoksifikasyon islevinde, hiicre sinyali
mekanizmas: diizenlenmesinde, eikosonoidlerin sentezlenmesi,
apoptozis ve gen ekspresyonunda antioksidan goérevinde faaliyet
gostermektedir (Townsend, Tew & Tapiero, 2003). Glutatyonun
%85-90 oranda sitoplazma bulunurken, mitokondri, ¢ekirdek,
endoplazmik retikulum ve peroksizomlar da bulunabildigi
belirtilmistir (Green, &, ark., 2006; Kalinina, Chernov &
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Novichkova,2014 ). Glutatyonun ilk olarak glutamin-sistein ligaz
(GCL), glutamin ve sisteinin baglanmasimmi saglayarak y-
glutamilsisteinin olusumunu saglarken, Ikinci olarakta glutatyon
sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine glisinin baglanmasini neden
olarak GSH molekiiliiniin meydana gelmesine neden olur. (Sen &
Chakraborty, 2011).

Sistein

Tiol teriminde siilfiir i¢eren bilesiklerin ifade edilmesinde
kullanilir, biitiin viicut hiicrelerinde yaygin olarak bulunmaktadir.
Tiol i¢eren antioksidanlarran bazilar1 ise glutatyon, sistein, taurin, ve
metionindir. Tiol yapisindaki bilesikler ¢esitli oksidanlarin
indirgeyip ve temizleyerek biyolojik sistemlerinin korumaktadirlar
(Parcell, 2002). Yapisinda tiol iceren sisteinin, GSH (Glutatyon)
sentezlenmesinde ana rolii oynadig: bilinmektedir. Sistein, GSH ve
taurinin sentezlenmesi i¢in hiz belirleyici aminoasit seklinde kabul
edilmektedir. Ek olarak hiicre disinda indirgeyici ajan gorevinde rol
oynadigida ifade edilmistir (Kim ve ark., 2003).

Glutatyon

Rediikte glutatyon (GSH) yapisinda glutamik asit, glisin ve
sistein iceren tripeptit yapisinda olup, aktif siilfidril (-SH) grubu
icermektedir. Viicutta bulunan GSH’nun bilyik bir kismi
karacigerde genetik bilgiye ihtiyag¢ duymadan iki asamali olarak
sentezlenebilen tripeptitti. GSH viicutta enzimatik olmayan
antioksidan olup, serbest radikaller ile beraber peroksitlerle
reaksiyonu sonucunda hiicrelerin oksidatif hasarlara karsi
korunamasinda gorevlidir (Akkus, 1995).

Vitamin C (Askorbik asit)

Sulu ortamlarda etkili olup serbest radikal iizerinde
temizleyici bir isleve sahiptir. indirgeyici 6zellikte ve okside olmus
olan vitamin E’nin antioksidan 06zelliginin restore edilmesinde
gorevlidir. Suda ¢oziinen diger antioksidanlarla karsilastirildiginda
ise, vitamin C yapisi itibariyla plazma lipid peroksidasyonunda en
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iyi etkili korumanin saglamasina olanak saglamaktadir (Frei ve ark.,
1990; Evans, 2000).

Vitamin E (a-Tokoferol)

Vitamin E, dogada ¢ok yaygin halde bulunan gii¢lii olan
antioksidan yapisinda olup serbest oksijen radikal ataklarina karsi
membran lipitlerinde bulunan doymamis yag asitlerinin
korumasinda ve dolayist ile lipid peroksidasyonunun 6nlenmesinde
goevlidir (Rice & Kennedy, 1988; Wefers & Sies, 1988; Burton &
Traber, 1989).

Vitamin E serbest radikallerin sabit hale getirilmesini
saglayarak, peroksidasyon zincirinin kirtlmasini gercgeklestirilir.
Vitamin E, serbest radikalleri yok etme, zincirlerin kirilmasinda,
baskilanma, bozulan yapilar da onarim ve endojen savunmadaki
sistemlerin  gliclendirilmesi seklinde mekanizmalar1 kullanarak
antioksidan gorevin yerine getirilmesinde etki gostererek genis bir
antioksidan etki gostermektedir. Vitamin E’nin hiicre zarindaki
antioksidan etkisini, hiicre icerisinde genel olarak GPx iizerine
almaktadir (Diindar & Aslan, 1999). Glutatyon peroksidaz ile
beraber a-tokoferol birbirlerinin tamamlayicisi olan antioksidan bir
etki gostermektedirler. Peroksitlerin ortaya ¢ikmasimi o-Tokoferol
onlerken, GPx ise ortaya ¢ikmis peroksitlerin ortadan kaldirilmasini
saglar (Aydin, Sayal & Isimer, 2001).

Folik Asit

Folik asit (vitamin B9) suda ¢6ziinen vitamin B iiyesinden
biridir. DNA sentezinde ve kirmizi kan hiicreleri liretiminden de
sorumlu olup gereklidir. Erkek ve kadmlar da normal olarak
fertilitenin devamu i¢inde 6nemlidir. Ek olarak, gebelikte ve ¢ocuk
stieeci gibi biiylime periyotlarindaki hiicresel boliinmeler sirasinda
gorevlidir. Erkeklerde spermatogenezisin devamliliginda gereklidir
(Hussein, Elnaggar & Al-Zahrani, 2012). Ayrica, ROS’un temizlesi
icin oldukea giiglii antioksidan olarak bilinir (Ebaid & ark., 2013).
Tek basmma ya da diger B vitaminler ile beraber plazmada
homosistein seviyesinin diisiiriilmesinde etkilidir. Vitamin E ve
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Vitamin C benzeri antioksidan vitaminler homosistein aracili
oksidatif vaskiiler hasarin engellemesinde yardimeci rol olarak gorev
yapabilir (Title & ark., 2000).

Hyaluronik asit (Hyaluran)

Hyaluronik asit glikozaminoglikan bir grup olup, antioksidan
ozelliktedir. Radikal olusumunda goérev yapan bakir ve demir gibi
agir metaller ile selat olusturur (Balogh & ark., 2003).

Karotenler

Doga genelinde yaygin sekilde bulunan ve hiicrelerin
korumasi gibi 6nemli gorevlerde bulunan pigmentlerdir. A vitamini
metabolik ©6n maddesi B-karotenin, siiperoksit radikalinin
temizlenmesinde ve peroksit radikalleri ile dogrudan etkilesip
antioksidan madde olarak etki ettigi tespit edilmistir (Frei, 1994;
Akkus, 1995). B-karoten yap1 olarak karotenoidlerin yagda ¢oziinen
iiyesi olup, A vitamini halini alabildikleri i¢in provitamin olarak
bilinirler. Retinada retinole doniiserek karanliktaki goriisler i¢inde
oldukga gereklidir (Pham-Huy, He & Pham-Huy, 2008).

Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit hiicre i¢inde koenzim Q10 ve glutatyon
miktariin artmasinda etkili olan vitamin benzeri antioksidan olup,
hiicre i¢cinde ve disinda etki gosteren serbest oksijen tiirlerinin zararlh
etkilerine karsi hiicrenin korumasinda goérevlidir (Suzuki & ark.,
1991).

Trehaloz

Trehaloz suda ¢oziinebilme 6zelliginde ve osmotik profil
olarak maltoza benzeyen bir disakkarit yapisinda olup,
spermatozoonun plazma membraninin yapisina penetre olup soguk
soku zararlarina kars1 koruyucu etki gosteren antioksidan 6zelliginde
molekiildiir (McWilliams & ark., 1995; Aboagla & Terada, 2003;
Purdy, 2006).
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Urik asit

Suda ¢oziinebilen antioksidan olup metal iyonlar1 ile selat
yaparak, oksidasyonlara karsi askorbik asidin korunmasini saglar
(Niki, 1987). Lipit peroksidasyonun engellenmesini saglayarak
koruyucu gorev yapabilir. Serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmasinda etkili olup, Cu ve Fe gibi metal iyonlarinda selat
yaparak koruyu bir mekanizmaya sahiptir (Kumar & ark., 2015;
Waring, 2002).

Melatonin

Hidroksil radikalinin yakalanmasini saglayarak ortadan
kaldirilmasinda etkili giiclii bir lipofilik yapida antioksidandir
(Okotan1 & ark., 2000). Melatonin, pineal bezlerden ve bir¢ok yerde
sentezlenerek endojen olarak iiretilip dolasima katilir. Karanlikta ise
triptofandan sentezlenmektedir (Hevia & ark., 2014). Serbest
radikallerin meydana getirdigi zararli etkileri azaltarak hiicre ici
bolimlerde ise  makromolekiillerin  oksidatif  hasarlardan
korunmasini saglar. Proteinler ve lipitlere ek olarak c¢ekirdek
DNA’sin1 ve mitokondriyel DNA’nin da korunmasinda gorevlidir.
Melatonin hidrojen peroksit, hidroksil radikali, singlet oksijen,
peroksinitrit anyonu, nitrik oksit ve peroksinitrik asit bulunduran
reaktif tiirlerinin ve serbest radikallerinde farkli formlarimin
temizlenmesinde etkilidir. Elektron tagima sisteminde goérev alip
serbest radikallerin iiretilmesini ve elektron kagaklarinin
azaltilmasinda etki gosterir (Reiter & ark., 2006).

Albumin

Albumin yapisinda 585 aminoasit bulundurur ve 66 kDa’luk
molekiill agirliginda  bir  proteindir.  Yiiksek derecelerde
cOziinebilmekte ve insan plazmasi icerisinde 35-50 mg/ml arasinda
bulunmaktadir. Fizyolojik ve farmakolojik olarak bir ¢ok Oneme
sahiptir. Viicut icerisinde farkli boliimler arasinda bulunan sivi
dagilim1 ve ozmotik basing diizenlenmesinde rol oynayan proteindir.
Genel anlamda, albiimin plazmada 6nemli ve etkili antioksidan
olarak bilinir. (Roche & ark., 2008).
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Koenzim Q10

Koenzim Q10, insanin viicidunda dogal bir sekilde
sentezlenen vitamin benzeri benzokinon yapisinda bilesiktir. Insan
hiicrelerinde bulunan tirozin sayesinde koenzim Q10 sentezi
yapilabilmektedir. Koenzim Q10, lipitlerde ¢oziiniirliigli fazla olan,
neredeyse tiim hiicre membranlarinin yapisinda bulundugu gibi
lipoproteinlerde de mevcut olarak bulunur. Ek olarak Koenzim Q10
antioksidan etki  gostererek serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmasinda  rol ~ oynayarak, protein  ve lipit
peroksidasyonunun baskilanmasinda gérevlidir. Indirgenmis formu
olarak ubikinol (CoQH2 ), lipofilik antioksidan seklinde hareket
ederek elektron tasinma sistemi ile proton ve elektron tasinmasina
da eslik eder. Ubikinol, oksidanlarin notralize edilmesi icin elektron
vererek giiclii antioksidan aktivitesini gosterir. Buna bagli olarak
koenzim Q10, H202 ve O .- gibi toksik olan ROS’lara karsin etkin
bir korumanin saglanmasina imkan verir. Koenzim Q10 ayn1 vitamin
E seklinde lipid peroksidayonunun Onlenmesinde rol alir. a-
tokoferol ile beraber sinerjik etkili ¢calisirak aktif formlarinin yeniden
olusumunu saglayip, vitamin C benzeri mekanizmayla etki gosterir
(Giirkan & Bozdag-Diindar, 2005).

a-Lipoik asit

a-Lipoik asit ile beraber a-lipoik asitin indirgenmis olan
formu dihidrolipoik asit (DHLA) giiclii antioksidanlar olarak
bilinirler. o-Lipoik asit (LA), hidroksil, peroksinitrit anyonu,
hipokloroz asit ve singlet oksijenin uzaklastirilmasinda géevlidir.
Dihidrolipoik asit ek olarak siiperoksit radikalleri ve peroksil
radikallerinin temizlenmesine olanak saglamaktadir. (Packer,
Kraemer & Rimbach, 2001).

Seruloplazmin ve Transferrin

Seruloplazmin ve transferrin beyin de dahil birden fazla
dokuda sentezlenebilen Onemli bir antioksidan yapisinda
proteinlerdir. Seruloplazmin kanda bulunan Cu’nun % 95’inin
tasinmasinda bir a2 serum glikoproteini seklinde iken, transferin ise

-106--



hiicreye Fe™® tasginmasindan sorumlu olan tastyici bir proteindir.
Seruloplazmin, geri doniisiimlii olarak Cu’ya baglanarak, Cu
metabolizmasi asamasinda énemli role sahiptir. Ek olarak, SOD ve
ferroksidaz benzeri hareket ederek eritrositlerin zarinda mevcut olan
coklu doymamis haldeki yag asitlerinin aktif oksijen tiirler
zararlarindan korumaktadir. Transferin, serumda bulundugu gibi
diger wviicut sivilart igerisinde de diisiik konsantrasyonlarda
bulunmaktadir. Transferinin asil fonksiyonu hiicreye Fe*® tasimasi
ve biiyiime faktorii gorevi gormesidir. Transferrin serbest ferroz
iyonunun konsantrasyonun azaltilmasinda 6nemli bir antioksidan
olarak da hareket etmektedir (Chauhan & ark., 2004).

Selenyum

Selenyum, bagisiklik diizenleyici ve antioksidan etkisine
sahip temel elementtir. Selenyum aminoasit sentezinde kullanilir,
selenosistein seklinde ifade edilerek selenoprotein fonksiyonunda
¢ok dnemli fonksiyonu vardir. Insan viicuduna bakildiginda en az 25
selenoprotein  bulundugu ve bunlar antioksidanlar enzimler
(glutatyon peroksidaz), antioksidan olan proteinler (selenoprotein P
ve W) ve diger metabolik enzimlerin fonksiyonlarina gore
simiflandirilmistirlar.  Selenyum, GPx aktivitesinin artirilmasin
saglayarak ROS’un olusumunun baskilanmasini saglarlar (Kim &
ark., 2014).

Taurin

Disi genital sivisi ve seminal plazma igeriginde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Taurin, glutamat, glutamin ve glisin
gibi aminoasitleri yapisinda icererekmekte olup penetrasyon,
akrozom reaksiyonu, kapasitasyon ve embriyo gelisiminde
preimplantasyonda siirecinde etkili olmaktadir (Barna & ark., 1998).
Antioksidan o6zellikte olup, koruyucu ve destekleyici etkileri
bakimindan 6nemli bir etkiye sahiptir (Parcell, 2002).
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BOLUM V

Spermatik Kord ve Hastaliklar:

Volkan KOSAL?

Giris

Erkekte spermatik kordon (funnikulus spermatikus) bir
konnektif doku matriksi igerir ve bu preperitoneal konnektif
dokunun devamidir. Spermatik kordonun islevi testisi skrotumda
asil1 tutmak ve testise giden ve testisten gelen yapilar igermektir. Bu
yapilar arasinda spermi epididimisten ejakiilator kanala tagiyan vas
deferens, testise kan saglayan testikiiler arter, testisten kani1 bosaltan
ve sicakligint diizenlemeye yardimet olan pleksus phampiniformis,
lenf sivisini testisten lenf diigiimlerine tasiyan lenfatik damarlar,
testis ile kremaster kasina ve innervasyon saglayan sinirler bulunur.
Spermatik kord, karin duvarindan tiireyen {i¢ doku katmaniyla
sartlidir: dig spermatik fasya, kremasterik fasya, ve i¢ spermatik

1 Dr. Ogr. Uyesi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni
Tohumlama ABD.
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fasya. Bunlar testis ve epididiminisin islevi i¢in kritik yapilardir
(Ergiin ve ark., 1997; Uzzo ve ark., 1999; Skandalakis ve ark., 2004).

Tablol. Spermatik Kord I¢erisinde Yer Alan Yapilar
Duktus Deferens

Internal Spermatik Arter
Arterler Deferensiyel Arter
Eksternal Spermatik Arter

Pleksus Phampiniformis

Genitofemoral Sinir
Sinirler [lioinguinal Sinir
Hipogastrik pleksusun sempatik lifleri

Eksternal Fasya
Fasya Tabakas1 Kremaster kasi
Internal Fasya

(Rutkow ve ark., 1996; Seymour ve ark.,1999; Skandalakis ve ark., 2004).

~116-



Spermatic cord

External spermatic
Spermatik
Kord

) Cremaster muscle ar
Pampiniform plexus

Muska
Krema Testicular artery

Pleksus

I Phampiniformis Ductus deferens
Tunica vaginalis
Testil
Arte

Testis

Epididimbag
spermatik kord

arterler
venler

vas deferens

tunika

vajimals

SN
AR
= g‘;@%’)’,} \ e

2
o

tunika
albuginea

(Sobotta, 2001; Martini ve ark., 2006)

Sekil 1. Spermatik Kord ve Testis Anatomisi.
Spermatik Kord Hastaliklar

Spermatik kord; torsiyon, enfeksiyon, varikosel ve skrotal
herni gibi ¢esitli durumlara karsi hassastir ve bu durum islevini
etkileyerek agri, sisme veya infertiliteye neden olabilir. Spermatik
kord hastaligy, testisi karina baglayan ve vas deferens, kan damarlart,
sinirler ve lenfatik damarlar1 igeren yapi olan spermatik kordonu
etkileyen herhangi bir durumu ifade eden bir terimdir (Gooding,
1988; Wilhelm Filho ve ark., 2004).
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Epididimitis

Epididimitis, testisin arkasinda sperm depolayan ve tasiyan
sarmal tip olan cauda epididimisin yangisidir. Epididimitis
genellikle cinsel yolla bulasan bir enfeksiyon (CYBE) veya idrar
yolu enfeksiyonu gibi bakteriyel bir enfeksiyondan kaynaklanir.
Epididimitis belirtileri arasinda skrotumda sisme, agr1 ve hassasiyet,
penisten akinti, idrar yaparken agri ve ates yer alir. Epididimitis

antibiyotik ve agri kesicilerle tedavi edilebilmektedir (Robles, 1988;
McConaghy & Panchal, 2016; Cek ve ark., 2017).

Testis Torsiyonu

Testis skrotum icinde kendi etrafinda donmesiyle veya
biikiilmesi sonucu kan akisini kesilmesine bagli ortaya ¢ikan tibbi
bir acil durumdur. Testis torsiyonu derhal tedavi edilmezse testiste
kalic1 hasara neden olabilir. Testis torsiyonunun belirtileri arasinda
skrotumda ani, siddetli agr1, sisme, bulanti, kusma ve testisin yiiksek
veya anormal pozisyonu yer alir. Testis torsiyonu, testisin ¢oziilmesi
ve kan akisinin yeniden saglanmasi i¢in acil ameliyat gerektirir
(Sharp ve ark., 2013).

Testis torsiyonunun klasik prezentasyonu, bulanti ve kusma
ile ani baglayan siddetli tek tarafli testis agrisidir. Hastalarda ates
veya idrar sorunlari gibi spesifik olmayan semptomlar da goriilebilir.
Acik bir tetikleyici faktdr olmamasina ragmen, birgok hasta yakin
zamanda travma veya yorucu fiziksel aktivite Oykiisi
tanimlamaktadir. Ipsilateral skrotal cilt endurasyonlu, eritemli ve
sicak olabilir, ancak Tstteki ciltteki degisiklikler iltihaplanma
derecesini yansitir ve zamanla degisebilir (Srinivasan ve ark., 2011;
Bettcher ve ark., 2012).

Apendiks testis ve apendiks epididimis sirastyla Miillerian ve
Wolffian sistemlerinin embriyolojik kalintilaridir. Bu korelmis
yapilar, daha sonra enfarktiisle birlikte torsiyona ugrayabilir. Klinik
olarak, akut skrotal agrist olan bir hastada apendiksin torsiyonunu
spermatik kordun torsiyonundan ayirt etmek zor olabilir; agrinin
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baslangici benzer sekilde ani olabilir ve sistemik semptomlar mevcut
olabilir (Rakha ve ark., 2006).

Varikosel

Varikosel, spermatik korddaki damarlarin genisledigi ve
biikiilerek varisli bir damar olusturdugu bir durumdur. Varikosel
testisin kan akisini ve sicakligini etkileyebilir, bu da sperm tiretimini
ve kalitesini bozabilir. Varikosel skrotumun sol tarafinda daha
yaygindir ve donuk bir agriya, agirlik hissine veya gorlniir bir
yumruya neden olabilir. Varikosel genellikle fiziki muayene veya
ultrason ile teshis edilir ve ameliyat veya embolizasyon ile tedavi
edilebilir (Pryor & Howards 1987; Masson & Brannigan, 2014).

Varikosel, phampiniform pleksus damarlarinin geniglemesi
ve kivriml1 hale gelmesidir. Spermatik venlerin varisleri en sik yash
koglarda goriiliir. Boga, aygir ve kopek gibi diger hayvanlarda
tesadiifi bir bulgu olarak veya spermatik kord damarlarinin daraldig
durumlarda ikincil olarak ortaya ¢ikarlar (Ezzi ve ark., 1988).

Varikosel tromboze olmadik¢a nadiren fark edilir. Kiigiik
varikosellerin zararli olduguna dair somut bir kanit yoktur. Biiylik
olanlar, boyutlar1 ve hayvanin termoregiilasyonu siirdiirmek ig¢in
testisi yiikseltme yeteneginin azalmasi veya kan akisinin degismesi
ve testikiiler oksidan/antioksidan dengenin degismesi nedeniyle
zararlidir. Varikoselin patogenezi tam olarak anlasilamamigtir
(Agarwal ve ark., 2006).

Varikoseller, testisin proksimalinde spermatik kordun
fasyasi i¢cinde koyu kirmizi, 3 cm ¢apa kadar nodiiller seklinde
goriiliir. Varikosellerde tipik vendz trombiisler gibi biiyilik organize
lamine trombiisler bulunabilir. Varikoselin ayirici tanilar1 arasinda
neoplazi (mezotelyoma), skrotal herni, skrotal lenfadenit,
epididimisin bas kism1 veya deferent kanalin spermatik graniilomu
ve kistik retansiyonlu mezonefrik veya paramesonefrik kanallar yer
alir (Jarow, 2001).

Varikosel; iki tarafli ya da tek tarafli olabilir. Biiyiik
varikoseller genellikle tromboze olur ve testis dejenerasyon gozlenir.

~119-



Buna bagli olarak testis ve viicut agirliginda azalma gozlenir (Gat ve
ark., 2004).

Skleroz

Testikiiler venlerin intimal sklerozu yasli erkeklerde
yaygindir. Bilateral olma egiliminde olan arteriyel degisiklikler
intimal katmanda gozlenen fibroplazisinden olusur. Intimal veya
medial mineralizasyon testikiiler arter dallarinda da goriiliir. Kog ve
tekelerde gozlendigi bildirilmistir (Markey ve ark., 1994; Ahmad &
Noakes, 1995).

Vaskulitis

Vaskiilit kan damarlarinin  enflamasyonu  demektir.
Enflamasyon, kan damarlarinin duvarlarinin kalinlagmasina neden
olabilir, bu da damardan gecis yolunun genisligini azaltir. Kan akis

kisitlanirsa, organ ve doku hasarina neden olabilmektedir (Zhang ve
ark., 2023).

Testis, deferens ve kremaster arterlerinin vaskiiliti, malign
kataral ates ve bogalarin bovine viral diyare viriis enfeksiyonunda
bulunabilir. Beagle cinsi kopeklerde jlivenil sistemik vaskiilitin
bulunmasi  spermatik  kord vaskuliti goriilme olasiligini
artirmaktadir. Vaskiilit sonucu testikiiler arterin kalinlagsmasi ve
dejenerasyonu gozlenen bogalarda spermatik kord damarlarinin
belirgin hipoplazisi bildirilmistir (Ellis ve ark., 1992; Sato ve ark.,
2012).

Vaskiiler Anastomoz

Pleksus phampiniformisin vendz ve arteriyel kan damarlar
arasinda dogrudan bir baglanti olmamasimna ragmen bogalarda,
domuzlarda ve koglarda kiiclik damarlar yoluyla fonksiyonel
arteriyovendz anastomozlar oldugu bilinmektedir (Pepe ve ark.,
2021; Benzi ve ark., 2022).

Skrotoral Hernia

Inguinal fitikk, karm iceriginin kasik kanalina dogru
sismesiyle olusur. Skrotal fitik, karin igeriginin vajinal tunikler
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(vajinal kese) arasindaki boslukta kalmasiyla olusur. Tiim tiirlerde
dogustan ya da sonradan gergeklesen bir hastalik olarak ortaya ¢ikar.
Skrotal fitiklar, i¢ kasik halkasinin kapanmamasi, vajinal siirecin tam
olarak yok olmamasi, kasik bolgesi tiggeninin zayifligi, fitik
duvarindaki diiz kaslarda bir anormallik veya karin i¢i basincin
artmasi durumunda gelisir (Tran ve ark., 2023; Foladi ve ark., 2023).

Domuzlarda, 3 veya 4 aday gen skrotal herni ile baglantilidir.
Kriptorsidizm ile ilgili genlerle olas1 bir baglant1 vardir. Aygirlarda
bu bozukluk ya dogustandir ve genellikle 3-6 aylikken diizelir ya da
edinseldir. Bagirsak bogulmasi nedeniyle potansiyel olarak hayati
tehdit eder. Konjenital formda, jejenumun bir kism1 vajinal keseye
girer; dogum sirasinda vajinal tuniklerin yirtilmas: bagirsak
halkasinin deri alt1 bir yerde yatmasina neden olabilir. Sol ve sag
taraf fitiklar1 esit siklikta goriiliir. Bagirsak fitigi genellikle testisin
vaskiiler beslenmesini engeller ve cerrahi onarim sirasinda
kastrasyonu gerektirir (Xu ve ark., 2019; Marzok ve ark., 2022).

Fiinikiilitis

Spermatik kordun iltihaplanmasi flinikiilitis denir. Genellikle
kastrasyon sonrasi olusan komplikasyondur. Cevresel bakteriyel
kontaminasyonun yiiksek oldugu domuzlarda ve diger tiirlerde
nekrotik fiinikiilit gelisir. Flinikiilit, kisirlastirma sirasinda kordonun
kesildigi yerde tiiyleri sikisan kedilerde de goriiliir. Kastrasyon
sonrasinda dikis materyaline kars1 olusan reaksiyon veya enfeksiyon

sonucu karsilasilabilmektedir (Swalec & Smeak 1989; Nador, 1990;
Bengtsdotter ve ar., 2019; Claeys & Schockaert, 2021).

Neoplazmlar

Neoplazmlar spermatik kordda ortaya cikar veya bagka
yerlerden metastaz yaparak bu bolgeye gelir. Neoplazmlarin
cesitliligi skrotum ve testistekilere benzerdir. Fibroz doku, iskelet ve
diiz kas, endotelyum veya mezotelyum dahil olmak iizere herhangi
bir yapinin primer neoplazmlari olusabilir. Kisirlagtirilmis kopek ve
kedilerde spermatik kordun ekstratestikiiler Sertoli ve interstisyel
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hiicre tlimorleri gelisebilir (Quartuccio ve ark., 2012; Dagur ve ark.,
2017).

Parazit Graniilomlar1

Go¢ eden Strongylus spp. larvalarinin neden oldugu parazit
graniilomlar1 atlarin spermatik kord ve testislerinde gorildigi
bildirilmistir (Card & Haas, 1997).

Deferent Kanalin Spermatik Graniilomu

Deferent kanalin spermatik graniilomu, vazektomi sonrasi
karsilagilabilen bir durumdur. Nadir de olsa vazektomi sonrast ve
bazen spontan bir hastalik olarak goriiliir (Ma ve ark., 2016).
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BOLUM VI

In Vitro Embryo Production via Ovum Pick-Up
(OPU) and Factors Affecting Success in Cattle

Sakine Ulkiim CIZMECI!
Ayse Merve KOSE?

Introduction

Biotechnology has been used in the livestock sector for many
years and new techniques are being developed day by day in order
to increase high-yielding fertility, expand genotypes and obtain
high-yielding offspring (Yan et al., 2015). Artificial insemination,
superovulation, in vitro embryo production, embryo transfer,
genomic selection, transgenic animal production, cloning, etc. are
the main assisted reproductive techniques (ART). In today's modern
livestock sector, in vivo and in vitro embryo production are two very

1 Associate Professor, Selcuk University Faculty of Veterinary Medicine, Department of
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important techniques in ART and are used to reproduce a gene
source with superior genetic characteristics in a short time (Viana,
2020).

The increase in embryo production and transfer in the world
continues to accelerate. The rate of increase in the number of
embryos produced in vitro is higher than the number of embryos
produced in vivo. IVEP accounted for 76.15% (1,521,018) of all
embryo production (1,997,392) in cattle breeding in 2021. Of these
embryos, 98.56% (1,499,136) were produced from oocytes collected
by OPU and 1.44% (21,882) were produced from oocytes obtained
from slaughterhouses. In the same year, 78.96% of the embryos
transferred (1,479,814) were produced in vitro. The number of
embryos produced in vitro increases by at least 12% each year (Ferre
etal., 2019). It is also reported that in 2021, 5,494,918 oocytes were
collected from 297,998 donors and 1449,136 transferable embryos
were produced, of which 677,348 embryos were transferred fresh
and 481,191 were transferred frozen (Viana, 2022).

Ovum pick up (OPU)

OPU is the process of collecting immature oocytes from
follicles in the ovaries of donors of any age and period with
genetically superior characteristics and transferring them to in vitro
embryo production under laboratory conditions (Viana, 2022). OPU
is a reproducible non-invasive method. It has been developed to
produce a large number of offspring with superior genetic
characteristics and to shorten the production interval. OPU and in
vitro embryo production is a technological method that allows the
reproduction of a highly productive gene source in a shorter time and
with less risk. In vitro embryo production is used to shorten the
generation interval, increase selection intensity, and disseminate
genetic material (Choudhary et al., 2016).

OPU involves puncture and aspiration of follicles by
laparoscopic and transcutaneous methods to collect oocytes from a
living donor (Hansen, 2014). However, due to the difficulty of
application and side effects such as adhesion, it was thought that it

—129--



should be applied in a different way and the transvaginal technique
was developed by modifying the probe and technique used in OPU
application in women in human medicine (Meiyu et al., 2013).

OPU, which can be repeated at short intervals, can be applied
in healthy heifers and cows as well as prepubertal calves (2 weeks-6
months), pregnant donors up to day 100-120, donors who do not
respond to superovulation, and clinically sick animals (Choudhary et
al., 2016). In addition, the stress and side effects on the animal are
very low (Purohit et al., 2003, Boni, 2012, Choudhary et al., 2016).
In addition to these advantages, a donor can undergo OPU twice a
week and thus more transferable embryos can be obtained from one
donor monthly (Blondin, 2015). With the superovulation and
embryo transfer method, 10 times the number of offspring that can
be obtained from a donor during normal life can be reached, and 30-
40 times with OPU and in vitro embryo production (Meiyu et al.,
2013). The amount of embryo production from oocytes collected
with OPU varies according to age, season, FSH use and at least 1-3
transplantable embryos can be obtained in each application (Verma
et al., 2012, Guerrero-Gallego et al., 2021).

OPU is a cost-effective method as it can be performed on a
random day of the cycle and does not require the routine use of
hormones. In addition, it does not alter or disrupt the normal
reproductive cycle of the donor and can be successfully applied in
any period regardless of the reproductive status of the donors
(pregnant, acyclic, animals with infection in genital organs or ducts)
(Purohit et al., 2003, Boni, 2012, Choudhary et al., 2016). In
addition, oocytes collected from different donors can be fertilized
with one straw of semen. With this method, oocytes collected from
one mother can be fertilized with semen from different bulls and can
be used in advanced biotechnological methods and molecular studies
(Machado et al., 2006, van Wagtendonk, 2006, Abd EI-Aziz et al.,
2016).

Experience and skill are very important for collecting
oocytes in OPU practice. In addition, experience and experience are
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needed for the evaluation of the collected oocytes and the execution
of in vitro embryo production stages (Kimble, 2020). The technique
to be used in embryo production stages should be well known,
consumables and machinery and equipment should be carefully
selected, appropriate laboratory conditions should be provided and
carried out with care (Galli et al., 2001).

The main disadvantage of OPU and in vitro embryo
production is the lower embryo and pregnancy rates achieved per
donor compared to in vivo embryo production (Stewart et al., 2011,
Ferraz et al., 2016). This is due to the lower viability and
implantation rates of embryos produced in vitro (Ferraz et al., 2016).
Superovulation protocols require a waiting period of 45-60 days
between two treatments. During this period, OPU can be performed
12 times (when applied twice a week) and embryos can be produced
much more than the number of embryos produced in vivo (Stewart
etal., 2011, Ferraz et al., 2016).

OPU Technique

OPU requires an ultrasound with a vaginal probe, a tube to
collect the follicular fluid and the oocyte, and a needle connected to
a vacuum pump. If a high-resolution ultrasound is used, even
follicles under 2-3 mm in diameter can be easily visualized and
collected. The main advantage of the transvaginal procedure is that
the ovary can be manipulated with the hand in the rectum, which
allows the follicles in the ovary to be moved to the position where
the ultrasound probe and needle are located and thus the optimal
position for puncture can be set. The probe and puncture needle are
usually guided by a single operator to ensure correct manipulation of
the needle during the approach of the probe and ovaries. The
puncture needle attached to the side of the probe, when advanced to
aspirate a follicle, only enters the ultrasonographic field and can be
displayed on the screen. To facilitate visualization, it is useful to
have a guide on the ultrasound screen showing the route of the needle
entry. The puncture needle is connected to the aspirator by a silicone
or preferably Teflon tube to allow the follicular fluid to be aspirated.
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Follicular fluid and oocytes are collected through this tube into tubes
that are suitable for the aspirator and can be kept at temperature. An
afferent tube is used to collect follicular fluid and an efferent tube is
connected to a plug to maintain the aspirator pressure (Bols and
Stout, 2018).

Although not mandatory, donors may be sedated before
OPU. For rectal examination, feces are emptied, and epidural
anesthesia is administered using 2% lidocaine to prevent straining
during transrectal manipulation. After the tail is fixed to one side, the
vulva and perineal area are thoroughly cleaned. The OPU probe is
manipulated with one hand and placed craniodorsally on the ovarian
side of the cervix to be punctured. With the other hand, the operator
fixes the ovary rectally and guides the probe. Thus, the ovary and
follicles can be seen on the ultrasound screen. The follicles on the
ovary are counted and noted. The operator slowly advances the
needle until the vaginal wall is punctured and the needle is visible on
the ultrasound screen and guides the needle into the follicle. Once
the needle enters the follicle, the aspiration pump is activated using
the foot pedal and the follicular fluid and COCs are collected in the
tube containing the oocyte collection medium. After all follicles are
collected, the follicular fluid in the tube is sent to the laboratory
(Nanda et al., 2021).

In Vitro Embryo Production

Assisted reproductive technologies (ART) are used to
overcome infertility in many species, including humans. In farm
animals, oocytes can be harvested from females of high genetic value
through OPU or postmortem. Techniques such as IVEP, embryo
transfer and cryopreservation can increase the rate of genetic gain
and protect endangered species. IVEP results in in vitro nuclear
maturation in approximately 80-90% of immature bovine oocytes
and fertilization in approximately 80%. Between 25-40% of these
oocytes reach the blastocyst stage. Approximately 40-50% of
transferred embryos result in pregnancy, but 5-10% of these are lost
before birth.
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There are morphologic and molecular differences between
embryos produced in vivo and those produced by IVEP. These
differences are due to many factors such as race, oocyte quality,
follicular fluid content, IVEP procedure, etc. Embryos produced in
vitro may have excess dark areas in their cytoplasm, non-compact
cell mass, early formation of the blastocyst cavity, disruption in the
ratio of inner cell mass to trophoblast cells, myxoploidy, gene
expression and cell metabolism (Wrenzycki, 2018).

Oocyte Source and Preparation

In in vitro embryo production, oocytes are collected either
from live animals by OPU or from postmortem ovaries by aspiration,
follicle dissection, slicing or tissue thawing. Ovaries collected
postmortem for embryo production from slaughterhouse material
should be brought to the laboratory within 4 hours in a thermos
containing physiological saline (0.9%), fetal calf serum (FCS) and
antibiotic-containing transport medium between 25-35°C. Follicles
with a diameter of 3-8 mm in ovaries are aspirated manually with a
syringe using 18-20 G needles. The collected follicle fluids should
be kept at 37°C until analyzed (Wrenzycki, 2018). If the oocyte to
be used in in vitro embryo production will be collected by OPU
method, it should be collected and delivered to the laboratory as
specified in the OPU section. The oocyte complexes (COC) can be
directly examined from the collected follicle fluids, or they can be
screened by filtering with filters with a pore width of 70 pm and
produced for this purpose and washing with OPU or holding
mediums (Cizmeci, 2022).

All materials required for IVEP procedures (filters, petri
dishes, pipettes, and media) should be pre-warmed at 37°C.
Maturation, fertilization and culture media should be prepared
overnight in mineral oil (minimum 4 hours without mineral oil) and
equilibrated in the incubator. HEPES-containing media, such as
washing and holding, should not be gassed but heated on a heating
tray at 37°C. IVEP procedures can be carried out by coating 100-200
ul drops of mineral oil on 35 mm petri dishes or by using so-called
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well plates (4-well, 5-well). It is important to note that all materials

to be used must be tested and approved (embryo tested) (Cizmeci,
2022).

Oocyte complexes collected and examined under stereo
microscope and COC should be transferred to washing or holding
medium and classified according to their structure (I, I1, Il and IV
quality COC). | and Il quality oocytes should be taken to the
maturation stage (Fair et al., 1995).

In Vitro Maturation

In all mammals, oogenesis begins in the early fetal period
and can be divided into two stages: prenatal and postnatal
maturation. In the prenatal maturation stage, it undergoes a series of
mitotic divisions and waits in the prophase | stage of the first meiosis
(primary oocyte). At puberty, primordial follicles develop under the
influence of gonadotropins and reach primary, secondary, tertiary
and gross follicle stages. The primary oocyte matures through
meiosis, which involves two consecutive mitoses. In the first
division, which occurs a few hours before ovulation, the secondary
oocyte and the first polar body are formed. During the second
mitosis, the oocyte reaches the metaphase stage. This stage is
completed by fertilization and the second polar body is expelled. In
this way, the oocyte containing haploid chromosomes (n) is formed
from the secondary oocyte containing diploid chromosomes (2n).
Due to the high lipid content in the cytoplasm of bovine oocytes,
nuclear maturation is very difficult to follow. At the end of the
maturation period, the maturity of the oocyte can be determined by
the expansion of the sandulus cells formed by hyaluronic acid
secreted from the extracellular matrix of the COC, which causes an
increase in the intracellular space, or by seeing the first polar body
(Wrenzycki, 2018).

The mediums to be used in the maturation stage can be TCM-
199, Ham's F-10, Menezo-B2, Ham's F-12 etc. or undefined
commercial mediums. Hormones, amino acids, vitamins and
antioxidants etc. can be added to increase maturation success. In
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environments where CO> incubators are not available, maturation
media containing HEPES can be used. Oocytes to be taken to the in
vitro maturation stage should be transferred to the equilibrated
maturation medium at the rate of one oocyte per 5-10 ul and left to
maturation for 22-24 hours in an in air (21% 02) incubator with high
humidity at 38.5-39°C and 5-5.5% CO- (Camargo et al., 2006).

Maturation success is affected by factors such as donor age,
physiological status, cycle period, follicle and oocyte size, structure
and quality of COC, maturation time and gas composition
temperature and humidity of the incubator, ambient temperature and
light exposure, composition, pH and osmotic pressure of the
maturation medium, oocyte collection method and aspiration
pressure (Wrenzycki, 2018).

The competence of the oocyte for embryo development
(continued meiosis, maturation, fertilization and embryo
development) is acquired gradually as follicle diameter and oocyte
size increase. It is known that oocytes that mature in vivo have higher
developmental competence and blastocyst rates than oocytes that
mature in vitro (Duranthon and Renard, 2001). Although significant
advances have been made to improve IVM success, in vitro
maturation success has still not caught up with in vivo maturation.
There are some reasons for the lower in vitro maturation rates and
oocyte quality. One of the important reasons may be oxidative stress
(OS). The production of prooxidants such as reactive oxygen species
(ROS) is an important phenomenon in in vitro production (Khazaei
and Aghaz, 2017).

In Vitro Fertilization

For sperm to cross the zona pellucida and fertilize the oocyte,
it must pass through a series of physiological stages called
capacitation. Capacitation has three important functions: to increase
the motility of spermatozoa, to allow spermatozoa to penetrate the
cumulus oophorus and to prepare spermatozoa for the acrosome
reaction. In IVF applications, the capacitation process is performed
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in the laboratory with techniques using different swim-up, percoll
gradient and nondefined mediums (Wrenzycki, 2018).

IVF is the process of keeping the mature oocyte and
capacitated fertilization together under appropriate conditions and in
appropriate mediums. The thawed and motile semen must be
reconstituted so that the fertilization medium is 1X10° sperm/ml
(Hunter, 1996). The fertilization stage takes 18-22 hours in an
incubator (Parrish, 2014).

Although sperm is essential for successful fertilization and
embryo development, many of the cellular and molecular
mechanisms required for fertilization and early embryo development
are inherent in the oocyte. Therefore, inadequate oocyte growth and
maturation negatively affects fertilization and subsequent embryo
development. Fertilization success is affected by sperm selection,
suitability of thawing and capacitation processes (Camargo et al.,
2006). The semen of a bull whose fertilization rate is very high in
vivo may not achieve the same success in in vitro conditions. In in
vivo fertilization, spermatozoa that can reach the oocyte are motile
spermatozoa with the best fertilization ability. However, considering
the number of spermatozoon per oocyte in the in vitro environment
and the volume of the area where oocytes and spermatozoon
encounter, the first spermatozoon that encounters the oocyte may not
always be the best. Another thing to consider is the genetic
information that spermatozoa transfer to the embryo. Genetic code
from spermatozoa can reduce embryo quality and affect IVEP
success (Gordon, 1994).

In Vitro Culture

In vitro embryo culture of bovine embryos is the last step in
embryo production and takes approximately 6-7 days after the
zygote is formed. Several important developmental events occur in
the embryo, including cleavage, activation of the embryonic
genome, compaction of the morula, and formation of the blastocyst
(Wrenzycki, 2018).
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Cultural mediums are divided into three groups: undefined,
semidefined and fully defined. In culture systems, also known as
defined media, culture media are prepared under laboratory
conditions. It should be used by making pH and osmotic pressure
adjustments. These mediums are more likely to contain toxic
substances, cause contamination and oxidative stress. Examples of
defined media are SOF (Synthetic Oviduct fluid), KSOM (K
modified simplex optimized medium), CR1aa and CR2aa (Charles
Ronsenkrans medium + amino acids) (Camargo et al., 2006,
Wrenzycki, 2018). Semi-defined mediums are mediums that have
been improved by adding albumin instead of serum due to doubts
about the harmful effects of serum on embryonic and fetal
development. Albumin is one of the most common proteins of the
mammalian reproductive system. Bovine serum albumin (BSA)
added to the culture medium increases blastocyst development rates.
Undefined mediums are commercially available mediums whose
contents are not fully known, and serum is one of the main
components. They may contain many factors that stimulate embryo
development, such as amino acids, vitamins, growth factors and
energetic substrates. Undefined media are balanced in terms of pH
and osmotic pressure and do not require any additions (Camargo et
al., 2006).

Factors Affecting OPU and In Vitro Embryo Success
Factors Affecting OPU Results
Technical Factors

Oocyte recovery rate (RR) is determined by the number of
COCs per 100 aspirated follicles. It is reported that RR values vary
between 7-70% in different OPU studies. Factors such as needle
diameter, aspiration pressure, and operator experience are the
biggest reasons why a standard has not been achieved in RR over the
years. It is reported that technical factors are mostly related to
vacuum pressure and needle diameter. The most problematic point
in the OPU system; In other words, the weakest link is the needle.
Because a sharp needle tip is a prerequisite for a successful OPU.
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While previously 50-60 cm long sterilizable needles were used, in
recent years alternative OPU systems using disposable 18 G epidural
needles or cheaper hypodermic injection needles have been
developed. Other advantages of these needles are that they are of
different diameters and lengths, sterile and interchangeable (Galli et
al., 2001, van Wagtendonk-de Leeuw, 2006, Boni, 2012).

Aspiration pressure: The aspiration device is affected by
many factors such as the length and diameter of the tube used, the
size and type of the tube and the needle diameter (Ward et al., 2000).
Aspiration pressure should be expressed in terms of the amount of
fluid that can be aspirated per minute (in ml) rather than mmHg
applied from the vacuum pump. It has been reported that a small
change in needle diameter while the aspiration pressure is constant
can triple the aspiration amount (Wrenzcyki, 2018). Considering the
importance of intact cumulus cells for oocyte maturation and
developmental capacity, the damage caused by the aspiration
procedure should be evaluated within the specific system and
preventive measures should be taken. Another important factor that
determines the OPU result is the experience of the operator or team
applying the OPU. Another technical factor is the probe and image
quality of the ultrasound device used. Success rates are increasing
thanks to advances in ultrasound technology (Boni, 2012).

Biological Factors
a. Follicle Aspiration Frequency

With the follicle aspiration process, an average of four or
eight oocytes can be obtained from donor animals per OPU session.
The OPU session applied twice a week can be applied for a long time
without harmful effects on the reproduction and fertility of the donor
animal. OPU application twice a week allows the production of more
embryos per session from the donor animal. OPU can also be used
for follicle ablation to initiate the follicular wave. The presence of
the dominant follicle reduces the in vitro developmental competence
of other subordinate follicles. Therefore, the dominant follicle is
aspirated 48 hours before OPU application. When the developing
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dominant follicle is aspirated twice a week, it stimulates a new
follicular wave and thus encourages smaller follicles to grow (van
Wagtendonk-de Leeuw, 2006).

b. Race and Age of The Donor

European breeds have larger follicles than Zebu or crossbred
cattle, but this has no effect on the proportion of oocytes collected.
With a single OPU session without applying hormonal stimulation,
50-60 oocytes can be collected from an average Nelore (Bas indicus)
donor and approximately 30 embryos can be produced from them.
However, in Belgian Blue donors, these numbers appear to be an
average of 3 oocytes and 0.5 embryos. The number of oocytes
collected in Holsteins at different ages (cows, pre-pubertal, post-
pubertal and pregnant) is reported as: in pregnant, post-pubertal, pre-
pubertal and cows. After IVF, the number of embryos per OPU is in
cows, post-pubertal heifers, pre-pubertal animals and pregnant
women (Nanda et al., 2021).

¢. Stimulation

Long-term and repeated OPU use of a single donor without
any hormonal stimulation is possible. The increase in the number of
follicles, oocytes, and embryos produced with stimulation is
generally inconsistent and varies depending on the period of the
cycle at which treatment is initiated. In unstimulated donors, by
applying OPU twice a week and FSH, more quality COC is
collected, and more transferable embryos are obtained than by
applying OPU every two weeks. Administration of estrogen and
progesterone or removal of the dominant follicle equally affects the
synchronization of follicular wave formation for the OPU.
Synchronization and superovulation before OPU increase the
number and quality of COCs and therefore the number of blastocysts
in the Bas taurus breed, but it does not have such an effect in the Bas
indicus breed (Boni, 2012, van Wagtendonk-de Leeuw, 2006, Nanda
etal., 2021).
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d. Repeated OPU Application

OPU application is most efficiently applied twice a week,
and by regulating the cycle in this way, a new follicular wave can
start after each application. Additionally, when follicles are
aspirated, some follicular cells may luteinize and produce
progesterone. Repeated application does not have a negative effect
on the number and quality of oocytes collected (Merton et al., 2003).
After repeated OPU applications for a long time, there is a possibility
of various physical damages such as bleeding, infiltration of immune
cells and fibrosis in the ovaries. Due to the thickening and hardening
of the connective tissue around the ovaries, the ovaries may also
stick to the surrounding tissues and organs. These effects may not
impair the functionality of the ovaries, but the extent of damage is
related to the number and continuity of OPU application (van
Wagtendonk-de Leeuw, 2006). Adhesions increased connective
tissue and thickening in the ovaries generally do not affect the
number of collected oocytes, their quality and embryo development
rates. However, it should not be ignored that in intensively applied
OPU programs, disadvantages such as general health problems in
donors, decreased effectiveness of the anesthetic agent as a result of
repeated epidural anesthesia, infection or inflammation in the
injection area, deterioration of the integrity of the ovarian stroma,
and adhesion of the ovary to surrounding tissues and organs may
occur (Boni et al., 1997, Petyim et al., 2001).

Factors Affecting in Vitro Embryo Development
a. Follicle Diameter and Condition

Follicles in the ovaries are classified as primordial, primary,
secondary and tertiary (antral) follicles. As the follicle develops, the
diameter of the follicle and the number of granulosa cell layers also
increase. The zona pellucida of oocytes begins to form in the
secondary follicle stage and completes its development in the antral
follicle stage. The most important factor determining oocyte
sufficiency is follicle diameter. In order for an oocyte to have
developmental competence, the follicle must be over 3 mm. Embryo
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production rates are higher in oocytes collected from follicles
between 6-10 mm. The reasons for this are the presence of higher
electrolytes, glucose, reactive oxygen species, glutathione,
superoxide dismutase activity, lipids, cholesterol, pyruvate and
estradiol in the follicle fluid (Armstrong et al., 1994, Nanda et al.,
2021).

Follicles with the same diameter on the ovary may be present
in various periods of the estrous cycle and may be undergoing
growth or atresia. The low developmental competence of oocytes
coming from small follicles may be due to the fact that they have not
reached full meiotic and/or cytoplasmic competence or that they are
collected from follicles that have suffered atresia. Additionally,
embryo production rates from oocytes from follicles in the advanced
stage of atresia are much lower than from oocytes from follicles in
the early stage of atresia (Camargo et al., 2006).

b. Morphology of Cumulus-Oocyte Complexes Oocyte
Diameter

Factors affecting the quality of COC are divided into
internal and external factors.

Internal Factors: Race, age, reproductive status, metabolic
and nutritional status, hormone! profile and period of the estrous
cycle, External factors: Aspiration pressure, needle diameter,
ambient temperature, light, experience of the laboratory team,
suitability of laboratory equipment. COC are classified according to
cytoplasmic characteristics such as the number and appearance of
cumulus layers and the texture or brightness of the cytoplasm of the
oocyte. Quality | oocytes; It has 2-5 compact cell layers and
homogeneous cytoplasm. Il. quality oocyte/er; It has few
inhomogeneous areas in the cytoplasm and 3-5 layers of compact
cells, or 2-5 layers of compact cells and dense inhomogeneous areas.
I11. quality oocytes; It has several cell layers (>3) and a small amount
of inhomogeneous area in the cytoplasm or regional loss of cumulus
and a small amount of homogeneous area. IV quality oocytes; The
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cumulus layer has completely disappeared, small, granular, non-
homogeneous cytoplasm (Petyim et al., 2001).

During the growth phase, the diameter of the oocyte
increases to over 120 um. Oocytes with a diameter of less than 10
um are still in the growth phase and may be less capable of
development after fertilization. For an oocyte to gain developmental
competence, it must reach a diameter of 110 pm, which corresponds
to oocytes collected from follicles with a diameter of 3 mm. The
oocyte is the gamete that contributes not only half of the genetic
material but also the entire cytoplasm in the zygote, providing
transcripts and proteins essential for early embryonic development.
This cytoplasmic environment provides the necessary conditions for
the embryonic genome to be activated and the embryo to continue
its development (Wrenzycki, 2018).

¢. Environment

The negative effects of heat stress on reproduction in the
short term include problems such as the small diameter of the
dominant follicle in the first and second follicular wave, the
dominance not being fully formed, and the increase in the number of
large-diameter follicles. Oocytes are very sensitive to the negative
effects of heat stress throughout the developmental stage. Bovine
oocytes are negatively affected by high environmental temperatures
during the germinal vesicle and maturation stages. Sensitivity to heat
stress also occurs in the early embryonic period, but the sensitivity
phase is short-lived. It has been reported that oocytes collected in the
summer months have lower fertilization and blastocyst rates than
oocytes collected in the winter months. It is reported that at least 2-
3 cycles must pass in order to collect oocytes that are capable of
development at a level that can form a good embryo in animals
subjected to heat stress. It has been reported that housing donors in
a cold environment for 42 days after heat stress is not sufficient to
improve IVEP success, which provides evidence of the long-term
effect of temperature on oocyte competence (Cizmeci et al., 2022).
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