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Subklinik mastitis, ineklerde en yaygin gozlenen 6nemli yangisal suirii hastaliklarindan birisidir. Bu ¢alismada hastaligin tanisinda sit ve
kanda amiloid A (AA) ve C-reaktif protein (CRP) parametrelerinin yeni bir tani segenegi olarak ortaya konulmasi amaglanmistir. Calisma
laktasyonun farkli dénemlerinde bulunan toplam 40 adet Holstein irki sagmal inek lizerinde yuratilda. Strip cup muayenesinin ardindan
st ve meme muayenesinde herhangi bir fiziksel bozukluk gézlenmeyen meme loblarina subklinik mastitis (SCM) tanisi amaciyla Kaliforniya
Mastitis Testi (CMT) uygulandi. CMT’de sadece S ve +1 skorlar SCM pozitif olarak calismaya dahil edildi. Bu sonuglar dogrultusunda 2 grup
olusturuldu; Grup | (n= 40), CMT yoninden her 4 meme lobu da negatif olan ineklere ait serum ve sit érnekleri, Grup Il (n= 40)’ye ise
CMT’ye gore pozitif olan serum ve siit 6rnekleri dahil edildi. Siit ve kan serumunda amiloid A ve CRP diizeyinin belirlenmesinde ticari ELISA
kitleri kullanildi. Calismada, ortalama AA diizeyleri saglhkl olan serum ve sit érneklerinde sirasiyla 0.68+0.00 ng/ml; 0.66+0.00 ng/ml; SCM
olanlarda ise sirasiyla 2.04+0.06 ng/ml ve 1.84+0.06 ng/ml belirlendi (p<0.001). CRP diizeyleri ise, saglkli olanlarda serum ve sitte sirasiyla
0.17£0.00 mg/ml; 0.15+0.00 mg/ml, SCM olanlarda ise sirasiyla 0.55+0.01 mg/ml ve 0.53+0.01 mg/ml olarak hesaplandi (p<0.001). Gruplar
arasi akut faz protein parametreleri degerlendirmesinde; serum ve siit AA ve CRP degerlerinin istatiksel olarak gruplar arasinda énemli
derecede farkl oldugu tespit edildi. Sonug olarak AA ve CRP’nin subklinik masititisi belirlemede 6ne gikabilecegi distinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amiloid A, akut faz proteini, c- reaktif protein, inek, subklinik mastitis

Evaluation of Amyloid A and C-Reactive Protein Levels in The Diagnosis of Subclinic Mastitis in Cows
Abstract

Subclinical mastitis is one of the most common inflammatory dairy herd diseases in cows. In this study, we aimed to present amyloid A
(AA) and C-reactive protein (CRP) parameters in milk and blood as a new diagnostic option in the diagnosis of subclinical mastitis. The
study was carried out on a total of 40 Holstein cows in different stages of lactation. After the strip cup examination, the California Mastitis
Test (CMT) was applied for the diagnosis of subclinical mastitis (SCM).to the mammary lobes in which no physical symptom was observed
in the milk and udder examination. Only S and +1 scores in CMT were included in the study as SCM positive. In line with these results, 2
groups were formed; serum and milk samples from cows with negative CMT in all 4 mammary lobes were included in Group | (n=40), and
serum and milk samples positive for CMT in Group Il (n= 40) were included. In the study, mean AA levels were 0.68+ 0.00 ng/ml; 0.66+
0.00 ng/ml in healthy serum and milk samples, respectively. In those with SCM, 2.04+ 0.06 ng/ml and 1.84+ 0.06 ng/ml were determined,
respectively (p< 0.001). CRP levels were 0.17+ 0.00 mg/ml; 0.15+ 0.00 mg/ml in serum and milk in healthy group, respectively. It was
calculated as 0.55+ 0.01 mg/mland 0.53+ 0.01 mg/ml in SCM, respectively (p<0.001). In the evaluation of acute phase protein parameters
between groups; It was determined that AA and CRP milk and blood serum values were statistically significantly different between the
groups. As a result, it is thought that AA and CRP may be prominent in determining subclinical mastitis.

Key Words: Amyloid A, acute phase protein, c-reactive protein, cows, subclinical mastitis

GiRiS
Subklinik mastitis (SCM) siit veriminde ve kalitesinde degi-
sime neden olurken hayvan refahini olumsuz etkilemekte ve
onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Mastitisin
reprodiiktif sisteme, inege, buzagiya ve halk sagligina olan
etkileri de géz onlinde bulunduruldugunda ekonomik kayip
daha da artmaktadir. Bu kayiplarin en aza indirilmesi icin erken
tani ve dogru tedavi oldukga 6nemli hale gelmektedir (1,2).
Sistemik veya lokal bir belirtinin gézlenmedigi SCM ol-
gularinin tanisi igin yaygin olarak somatik hiicre sayimi (SHS),

slitte patojen etkenlerin izolasyonu ve kanda biyokimyasal
degerlerde meydana gelen degisimler degerlendirilmektedir
(3,4). Son zamanlarda bu yontemlere ek olarak memede olu-
san yangiya bagh olarak artis gosteren akut faz proteinleri
(AFP), yangi mediatorleri ve oksidatif stres parametreleri de
arastirilmaktadir (4,5). Ginimuzde 6zellikle AFP’leri hem in-
san hem de hayvan sagliginda 6nemli tani biyobelirtegleri ha-
line gelmistir (6). Akut faz proteinler akut faz yanita cevap
olarak karaciger tarafindan sentezlenen proteinler olup gi-
niimizde bilinen ¢ok sayida farkl o6zellige sahiptirler. Bu
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proteinler saglikli hayvanlarda 6nemsiz dizeyde bulunurken
yangi sirasinda hizla artmakta ve bir yangi indikatori olarak
rol oynamaktadirlar (4). Bunlardan Serum amiloid A’nin
(SAA) doku hasarindan kisa bir sire sonra (24 saat) plazma
ve/veya diger viicut sivilarinda (100 kez) hizli ve yogun artisi
(18-20) bu proteini, bir yangi belirteci olarak saglik durumu-
nun izlenmesi, tedaviye verilen yanitlarin degerlendirilme-
sinde ve AFP’nin olusmasinda 6nemli kilmaktadir (7-9). Se-
rum amiloid A’nin atlarda ve sigirlarda karaciger disinda siit
amiloid A (MAA) gibi farkli izoformlarinin da oldugu rapor
edilmistir (4,10) Sigirlarda site spesifik form olan MAA'nin
diger SCM tanisal belirtecglerine gére avantaji, meme epitel
hicreleri tarafindan lokal olarak sentezlendiginden dolayi
slte spesifik olmasi ve bu nedenle de mastitis tanisinda has-
sas ve glvenilir bir biyobelirte¢ oldugu belirtiimektedir. MAA
dizeyinin SCM’deki diger bir avantaji da saglkl hayvanlarda
tespit edilemeyecek diizeylerde bulunmasidir. Akut faz pro-
teinlerinden C reaktif protein ise (CRP) bakteriyel-viral ya da
akut-kronik hastaliklari ayirt etmekte kullanilabilecegi ve en-
feksiyon durumlarinda hizlica arttigi belirlenmistir (11-13).
Bu protein oksitlenmis diistik yogunluklu lipoproteinleri ve
inflamasyona neden olan kompleman sistemini aktive edebi-
lecegi tespit edilmistir Ayrica CRP’nin siirti saghgini degerlen-
dirmesi agisindan da énemli oldugu bildirilmistir (4,14).

Calismada subklinik mastitisli ineklerde akut faz prote-
inlerinden amiloid A (SAA/MAA) ve C reaktif protein (CRP)
biyobelirteclerinin hem serum hem de siit érneklerinde de-
gerlendirilmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali

Bu calisma, HRU-HADYEK’in 19/09/2019 tarih ve 21862 sayili
etik kurul izni ile gergeklestirildi. Calismada, yaslari 3-5 ara-
sinda degisen, daha 6nce en az bir dogum yapmis, laktasyon
déneminde olan, bir 6érnek beslenen ve herhangi bir saglik
problemi bulunmayan toplam 40 adet Holstein irki stt inegi
calismaya dahil edildi. Giinde iki kez makinali sagim uygula-
nan isletmede, inekler kis aylarinda kapal, bahar ve yaz ay-
larinda ise acik padoklarda serbest halde barindiriimaktaydi-
lar.

Calisma Diizeni ve Gruplandirma

ineklerin mastitis yéniinden incelenmesi Kasim-Nisan aylari
arasinda gergeklestirildi. Calisma, laktasyonun 1-7. aylari
arasinda bulunan inekler {izerinde yuritildi. Calismaya da-
hil edilen ineklerde genel saglk kontrollive meme muayene-
sini takiben yapilan strip cup ile 6n siit muayenesinde siitte
herhangi bir fiziksel bozukluk goézlenmeyen (klinik mastitis
belirtisi) meme loblarina subklinik mastitis tanisi amaciyla
Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) testi uygulandi. Klinik masti-
tis belirtisi gostermeyen ineklerde nitel somatik hiicre sayi-
lari, CMT testi kullanilarak degerlendirildi. Sonuclar Schalm
ve ark. (1971) nin kriterleri gz 6niinde bulundurularak test
kiireginde olusan jelin kivamina gore yorumlandi.
Kaliforniya Mastitis Test sonuglarina gore 2 grup olus-
turuldu; Grup | (n=40), CMT yoninden her 4 meme lobu da
negatif olan 20 inege ait sit ve kan serum ornekleri kontrol
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grubuna (Grup 1), CMT’ye gore S ve +1 sonug veren 20 inege
ait st ve kan serum ornekleri ise Grup Il (n=40)"ye dabhil
edildi. Calismada daha spesifik sonuglara ulasmak amaciyla
CMT’de sadece $ ve +1 skorlar SCM pozitif olarak ¢alismaya
dahil edildi. Meme loblarinda +2 ve +3 CMT skorlarina sahip
meme loblari ise ciddi/ileri SCM oldugu ve bu CMT skorlari-
nin biyokimyasal parametrelerin degerlerini belirgin bir se-
kilde degistirecegi gbz oniinde bulunduruldugundan dolayi
¢alismaya dahil edilmedi.

Kan ve Siit Orneklerinin Alinmasi

St ve kan érnekleri sabah sagimindan hemen 6nce alindi. Bu
amagla, ¢calisma materyalini olusturan sit 6rnekleri National
Mastitis Council (NMC) tarafindan bildirilen sartlarda aseptik
sekilde toplandi (16). Kan érnekleriise 10 mI’lik vakumlu, an-
tikoagulan icermeyen cam tiplere alindi. Alinan 6rnekler
3000 devir/dk’da 15 dakika santrifuij edildi. Elde edilen kan
serum ve siit 6rnekleri eppendorf tiplere aktarilarak analiz-
leri yapilincaya kadar derin dondurucuda - 20°C’de saklandi.

Amiloid A ve C Reaktif Proteinin Olciilmesi

Sut ve kan serum ornekleri analizden hemen 6nce +4°C’de
¢Ozdurilerek oda isisinda bekletildi. Siit ve kan serumunda
amiloid A diizeyinin belirlenmesinde ticari ELISA kiti (Cloud-
Clone SEA885B0-96) kullanildi. CRP dizeyinin belirlenme-
sinde ticari ELISA kiti (Rel Assay, E023B0-96) kullanildi. Bitiin
ornekler test prensibine gore galisildi. Enzim-substrat reaksi-
yonu, spektrofotometrik olarak 450 nm + 10 nm (Amiloid A)
ve 450 nm + 2 nm (CRP) dalga boylarinda optik dansiteleri
belirlendi.

istatiksel Analiz

Verilerin istatistiki analizi Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS for Windows; version 22.0) paket programiile
gerceklestirildi. Degiskenlerin normal dagiima uygunlugu
gorsel (histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yontem-
lerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi.
Tanimlayicl analizler normal dagilan degiskenler igin orta-
lama * standart hata seklinde verildi. ilgili verilerin normal
dagilim gosterdigi belirlendiginden bu parametreler saghkh
ve subklinik mastitisli gruplar arasinda Independent samples
t-test kullanilarak karsilastirildi. P-degerinin 0.05’in altinda
oldugu durumlar istatistiksel olarak anlaml sonuclar sek-
linde degerlendirildi.

BULGULAR

Gruplar arasi akut faz protein parametreleri degerlendirme-
sinde; amiloid A ve C reaktif protein siit ve kan serum deger-
lerinin istatiksel olarak gruplar arasinda onemli derecede
farkli oldugu tespit edildi (p<0.001) (Grafik 1, Grafik 2).

Ortalama AA diizeyleri saglikh sit ve kan serumunda si-
rastyla 0.66+0.00 ng/ml; 0.68+0.00 ng/ml, subklinik mastitisli
olanlarda ise sirasiyla 1.84+0.06 ng/ml; 2.04+0.06 ng/ml ola-
rak hesaplanmistir. CRP diizeyleri ise, saglkh sit ve kan seru-
munda sirasiyla 0.15+0.00 mg/ml; 0.17+0.00 mg/ml, subkli-
nik mastitis grubunda ise sirasiyla 0.53+0.01 mg/ml ve
0.55%0.01 mg/ml olarak hesaplanmistir (Tablo 1).
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Grafik 1. Gruplar arasi ortalama serum amiloid A(SAA) ve sit ami-
loid A(MAA) degerleri
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***. p <0.001. Sutun grafikteki degerler ortalama + SEM’i ifade etmektedir.
Grup | (n=40), Grup Il (n=40)
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Grafik 2. Gruplar arasi ortalama sit ve serum C-Reaktif protein
(CRP) degerleri

CRP
1
S L
0 [ [
a kan sit

a

W Saghkli (Grup I) W Subklinik mastitis (Grup I1)

***: p <0.001. Sttun grafikteki degerler ortalama + SEM'i ifade etmektedir.
Grup | (n=40), Grup Il (n=40)

Tablo 1. Sit ve kan serumunda AA ve CRP dizeyleri

Gruplar SAA / Kan MAA / Siit CRP / Kan CRP / Siit
n X+ SEM X + SEM X + SEM X + SEM

Grup| 20 0.68 £ 0.00a 0.66 % 0.00a 0.17 £0.00a 0.15 £ 0.00a
Grup I 20 2.04 £ 0.06b 1.84 % 0.06b 0.55+0.01b 0.53+0.01b
P degeri P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.001

(Independent samples t-test) *okk

* %k %k * % %k * %k

abede; Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak farklhgi ifade etmektedir.

***. p<0.001, X + SEM: Ortalama * Standart Error of Means, SAA: Serum Amiloid A, MAA: Milk Amiloid A, CRP: C-Reaktif Protein

TARTISMA VE SONUC

Subklinik mastitis, isletmelerde en yaygin gézlenen hastalik-
lardan birisidir. Strtide hizh ve gizli bir sekilde yayilabilmesi
nedeniyle buyuk risk olusturmakta ve bu sorun hastaligin ta-
mamen eradike edilmesini zorlastirmaktadir. Mastitiste, ko-
runma en etkili yol olup uygulanacak akilci tani ve tedavi yon-
temleri ise bu hastaligin ilerleyisinin durdurulmasinda ol-
dukga 6nemlidir (17). Sunulan ¢alismada bu hastaligin tani-
sinda st ve kanda amiloid A (AA) ve C-reaktif protein (CRP)
diizeylerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Mastitis tanisinda yaygin olarak somatik hiicre sayimi,
mikrobiyolojik muayene, enzim testleri ve AFP gibi bircok
yontem kullaniimaktadir (18,19). Jadhav ve ark. (2018)'nin
SCM tanisinda meme bezindeki yanginin baslangicinin en iyi
gostergesinin siitte somatik hiicre sayisinda artisin gorilmesi
oldugunu ifade etmislerdir. Sargeant ve ark. (21) ise
CMT’nin, SCM‘lerin %84’linde, enfeksiyonun belirlenmesi ve
sUrid saghginin izlenmesinde givenilir oldugunu bildirmistir.
Calismamizda CMT sonuglarina gore alinan érneklerin tama-
minda azami diizeyde de olsa SAA, MAA ve CRP dizeyleri 6l-
¢lilebilmigtir. Dolasiyla CMT’nin subklinik mastitis tanisinda
sahada basit ve kolay bir yontem olarak kullanilabilirliginin
gozlendigi bununla birlikte 6zellikle CMT negatif olan 6rnek-
lerde SHS ve bakteriyolojik incelemenin gerekliligi gézlendi.

Wollowski ve ark. (2021) siitte katelisidin, MAA ve Hap-
toglobulin (Hp) 6lgiminin, subklinik veya klinik mastitisli
meme loblarini tespit etmek igin glivenilir bir yontem oldu-
gunu, MAA dizeyinin sadece siddetli klinik mastitis vakala-
rinda (1.81 pg/mL) hafif olanlara (1.28 ug/mL) gore daha
yiksek degerde oldugunu tespit etmislerdir. Staphylococcus
aureus pozitif subklinik mastitisli ineklerde kontrol siitline
gore, Hp ve SAA diizeylerindeki artislar istatistiksel olarak an-
lamh olarak belirlenmistir (23). Akerstedt ve ark. (2011) ¢a-
lismalarinda mastitisli hayvanlarda ortalama SAA diizeyini

336.4 + 459.4 mg/| olarak belirlemislerdir. Otsuka ve ark.
(2021) calismalarinda mastitisi belirlemede SAA’nin diger
AFP’lere gore daha etkin oldugunu ve SAA konsantrasyo-
nunu klinik mastitiste (44.90 mg/1) subklinik mastitise (10.70
mg/l) gére 6nemli derecede yiksek olarak belirlemislerdir.
Bununla birlikte Gerardi ve ark. (2009) c¢alismalarinda
MAA’nin mastitis durumlarinda ciddi diizeyde arttigi ancak
subklinik ve klinik mastitis arasinda ise fark goézlenmedigini
belirlemislerdir. SHS ve bakteriyolojik incelemeler dogrultu-
sunda gruplarin olusturuldugu bir ¢alismada MAA konsant-
rasyonu ve SHS arasinda gii¢l{ bir pozitif korelasyon ve dogru
oranti olustugu gozlenmistir (12). Saglikli, subklinik ve klinik
mastitisli gruplarda yapilan diger bir calismada ise SHS ile
MAA arasinda 6nemli bir korelasyon tespit edilirken, SAA ve
MAA arasinda hicgbir korelasyon kaydedilmis olup MAA'nin
subklinik mastitin potansiyel bir fizyolojik belirteci oldugunu
gostermistir (26). Subklinik mastitisli ineklerde Amiloid A'nin
sutteki degeri saglikli olanlara gore (sirasiyla 3600.5 ve 790.2
ng/mL) anlamli olarak daha ylksek, bununla birlikte her iki
grubun SAA seviyelerinde ise (2.72 ve 2.68 ng/mL) anlamli bir
farkhhk sekillendigi rapor edilmistir (27). Thomas ve ark.
(2015) mastitis tespiti icin yaptiklar ¢alismada ortalama ba-
zal konsantrasyonun MAA’da 0.96 pug/ml ve CRP’de ise 22.4
ng/ml olarak belirlenmistir. Mastitisli ineklerde serum CRP
konsantrasyonunun (1083 £ 93 ng/mL), saglkli olanlara gore
10 kat daha fazla oldugu (82 + 66 ng/mg) tespit edilmistir
(28). insanlarda mastitis olgularinda lokal ve sistemik belirti-
lerin siddetine benzer sekilde hem siit hem de serumda CRP
dizeyinin arttigl kaydedilmistir (29). Hamann ve ark. (1997)
ise CRP kapasitesinin enfekte ve saglikl meme loblarini ayirt
etmede zayif oldugunu vurgulamistir. Benzer sekilde inekler-
deki inflamasyona bagli olarak pratikte CRP’nin degismedigi
icin ineklerde akut faz proteini olmadigi, yangi ve enfeksiyon
durumlarina bagli olarak da arttigr ifade edilmektedir
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(31,32). Bu c¢alismalar 1siginda, CRP, SAA ve ozellikle MAA
konsantrasyonunun mastitisin siddetinin artisi ile paralel bir
seyir izledigi, bununla birlikte CMT veya SHS’nin derecesine,
bakteri tlriine ve yogunluguna bagli olarak degistigi gorul-
mugtir. Sunulan calismada kan serum ve sit érneklerinde
ortalama amiloid A dizeyleri saglikl olanlarda sirasiyla 0.68
ng/ml; 0.66 ng/ml, SCM olanlarda ise sirasiyla 2.04 ng/ml ve
1.84 ng/ml olarak hesaplanmistir (p<0.001). CRP dizeyleri
ise, serum ve sutte sirasiyla 0.17 mg/ml; 0.15 mg/ml, SCM
olanlarda ise sirasiyla 0.55 mg/ml ve 0.53 mg/ml olarak he-
saplanmistir (p<0.001). Bu AFP duzeylerinin yaptigimiz calis-
maya paralel diger ¢alismalarla (22,23) benzer sinirlarda ol-
dugu ve ¢cogu arastirmaya benzer sekilde mastitis olgularinda
belirgin olarak artis (en az 3 kat) gosterdigi tespit edilmistir
(22,23,25). Bununla birlikte Lehtolainen ve ark. (2004) nin
¢alismasindan farkli olarak bazi arastirmacilarin (11,26) so-
nuglarina benzer sekilde sunulan ¢alismada da SAA ve MAA
degerleri arasinda anlamli bir farkhlik belirlenmemistir. Calis-
mada MAA diizeyinin slitte artma nedeninin yangiya bagl lo-
kal sentezinin oldugu, CRP diizeyindeki artisin ise yangiya
bagh kan damarlarindan sizinti yaparak siitlin icine gecme-
sinden kaynaklanabilecegi diisiinilmektedir. MAA siite spe-
sifik olmasi nedeniyle tanida ylksek dogruluk oranina sahip
oldugu duslnllmektedir. Calismamizda CRP dizeyinin
SAA’ya benzer sekilde saglikli 6rneklerde dusik, SCM'li 6r-
neklerde yiksek oldugu gorilmustir. CRP’nin subklinik ma-
sititisi belirlemede 6ne ¢ikabilecegi distinilmektedir.

Sonug olarak; bu galismanin yapildigi isletmede subkli-
nik vakalarin varligi SCM tanisinin 6nemini yeniden hatirlat-
mistir. SCM’nin meme saghgi agisindan bu parametreler ile
birlikte degerlendirilmesi tani da 6nemli diizeyde fayda sag-
layacaktir. Ayrica SCM tanisinda SAA/MAA ve CRP ile ilgili
yeni calismalarin yapilmasi gerektigi ve ileride yapilacak ¢a-
lismalarda hayvan ve 6rneklem sayisinin arttirilmasinin ya-
ninda ¢alismalara tanida SHS, total bakteri sayisi ve bakteri-
yolojik incelemelerin de eklenmesinin daha fazla fayda sag-
layacagi kanisina varilmistir.

TESEKKUR

Bu calisma, Harran Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigi tarafindan 19252 proje numarasi ile destek-
lenmistir. Birinci isim yazarin ayni isimli yuksek lisans tezin-
den 6zetlenmistir. Calisma 17-19 Mayis 2021’de 6. Ulusal - 2.
Uluslararasi siri sagligi ve yonetimi e-kongresinde sozlii ola-
rak sunulmustur.

Calisma siirecindeki destek ve katkilarindan dolayi Har-
ran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji AD,
Mikrobiyoloji AD Ogretim Uyeleri ve lisansistii égrencile-
rine, ayni zamanda istatiksel degerlendirme siirecindeki kat-
kilarindan dolayi Dr. Ogr. Uyesi Tugra AKKUS'a en icten dilek-
lerimizle tesekkir ederiz.

CIKAR CATISMASI

Arastirmamizin herhangi bir kurum, kurulus, kisi ile mali ¢ikar
catismasi yoktur ve yazarlar arasinda gikar gatismasi bulun-
mamaktadir.
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