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Summary : The aim of this study was to investigate some biochem-
ical and microbiological walues for the early diagnosis of subclinical
mastitis in healthy and mastitic cows.

In the present study, a total of 30 Brown-Swiss cows, in -7 years old,
supplied by Konya Animal Research Centre, were used as materials.

Blood samples were taken from the animals at the sathe time as the
milk. All the biochemical and microbiological determinations were per-
formed on the same day. ALP, albumin, Na and K values were determined
in the blood serum samples. The counting of the PMN, LDH, ALP, Na
and K values were measured in the milk samples.

In the subclinical mastitic cows, milk LDH, ALP, Na ve K values
were found statistically significant. Furthermore, the counting of the
PMN increased significantly. Blood serum sample values were not found
statistically significant.

As a result, it was useful to determine of the LDH, ALP, Na, K and
the counting of the PMN in milk for the early diagnosis subclinic mas-
titis. Other tests, blood serum albumin, Na and K values 'were not found
mainly important for the early diagnosis of the subclinic mastitis.

(*) Bu Arastirma Selcuk Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklen-
mistir.

(1) Doc. Dr., 8. U. Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilm Dali - Konya.

(2) Doc. Dr., 8. U. Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve Rejrodiiksiyon Hastaliklar:
Anabilim Dal1 - Konya.

(3) Yrd.Doc.Dr., 8.U. Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ‘Anabilim Dali - Konya
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Ozet : Sunulan bu galigma, subklinik mastitislerin erken tanisi ama-
ciyla saglam ve mastitisli ineklerin kan ve siitlerinde biyokimyasal ve
mikrobiyolojik y6nden aragtirma yapmak {iizere yapildi.

Caligmada materyal olarak, Konya Hayvancilik Aragtirma Merkezin-
den saglanan 3-7 yag arasinda toplam 30 bag Isvigre Esmeri wrki inek kul-
lanilds. ‘

Deneme hayvanlarindan ayni zamanda alinan kan ve sit drneklerin-
de, biyokimyasal ve mikrobiyolojik yonden incelemeler ayni giinde yapil-
di. Kan Orneklerinde ALP, albumin, Na ve K degerleri tayin edildi. Siit
orneklerinde PMN 16kosit sayisi, mikrobiyolojik testler, LLDH, ALP, Na
ve K degerleri dlgiildii.

Subklinik mastitisli ineklerin siit serumlarinda LDH, ALP, Na ve K
degerleri istatistiki yonden onemli farkhliklar gostermigtir. Kan serum-
larinda 8lgiilen degerlerde meydana gelen degismeler ise istatistiki yon-
den 6nemli bulunmamigtir. PMN 16kosit sayilar: subklinik mastitisli inek-
lerde onemli oOl¢lide artiglar géstermigtir, :

Sonu¢ olarak, subklinik mastitislerin erken tanisinda PMN 16kosit
sayilarinin tayini, siitt LDH, ALP, Na ve K degerlerinin olgiilmesi teshise
onemli olglide yardimer olacaktir. Caligmada tayin edilen diger degerle-
rin ise teghise birinci derecede yardimci olmayacagi kanisina varilmigtir.

Girig

Siitcli ineklerde goriilen en 6nemli hastaliklardan birisi mastitis (me-
me yangisi)tir. Ulkemiz hayvanciliginda da stk goriilen mastitis biiyiik
ekonomik kayiplara sebeb olmaktadir. Memede meydana gelen yangi ile
karakterize olan mastitisin degigik formlar: vardir. Siit ineke¢iliginde en
. stk rastlanan gekli subklinik mastitistir. :

Subklinik mastitiste sistemik veya lokal bir belirtiye rastlanmaz. Bu
gibi mastitisler siitte 16kosit sayisinin artigi, patojen etkenlerin izolasyo-
nu ve biyokimyasal degerlerde meydana gelen degismelerle taninirlar
(3, 19). Parantainen ve ark. (15) ise, meme bolgelerinin bir ya da birden
fazlasinda patojen bakterilerin goriilmesi ve somatik hiicre sayisinin
500 x 10° hiicre/ml’den fazla olmasi halinde mastitisten s6z edilebilecegi-
ni belirtmektedirler. Siit inekeilifinde subklinik mastitislerin klinik mas-
titislere gbre 40-50 defa daha fazla goruldigi bildirilmektedir (17).

Subklinik mastitislerin tanisi amaciyla, siitteki hiicre sayisinin aras-

tirilmesi gesitli arastiricilar (10, 12, 16, 21) tarafindan bag vuralan ve gii-
venilir bir yéntem olarak bildirilmektedir. Siitteki somatik hiicrelerin
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sayim ig¢in direkt microskopi, DNA filter metod, Coulter Counter (EEC),
Fossomatik (FOSSA) gibi direkt ve CMT gibi endirekt testleri ihtiva
eden farkli metodlar uygulanmaktadir, ancak bu uygulamalardan farkli
sonuglar alinmaktadir. En iyi sonuglarin DNA filtre yontemi ile alindigi
ve bazi ineklerin siitlerinde sitoplazmik fragmentlerin ve diger partikiil-
lerin somatik hiicreler gibi sayilmalar: nedeniyle siitteki somatik hiicre
sayimlarinin ECC ile tesbit edilmelerinin uygun olmadigi bildirilmekte-
dir (22, 23). '

Stiitteki polimorf 16kosit (PMN) sayisinin artigini tesbit eden testler-
den Kalifornia Mastitis Testi (CMT) her tiirli saha sartlarinda uygula-
nabilmesi bakimindan oldukea sik kullanilan bir testtir. CMT dolayl ola-
rak 16kosit artigimi gdsterir ve lokositlerin miktarina gore hafif bir pre-
sipitasyondan yogun bir jel gekillenmesine kadar degisik tepkileri sergi-
ler. Test eriyigi igirie katilan BCP (Brom Croosol Purple), BTP (Brom
Tymol Blue) ile siitiin pH’sindaki degismeler de izlenebilir, Bunlarin di-
sinda 16kosit sayisindaki artiglar: tesbit eden ve % 5lik sodyum hidroksit
ile yapilan White Side Testi, CMT'nin daha fazla teste uygulanmasini
saglayan Barabant Mastitis Testi gibi testler uygulama sahasi bulan test-
lerdir (3, 19).

Subklinik mastitislerin erken tanisinda direkt ve endirekt PMN 16-
kosit sayilarinin yaninda plazma albumin degerlerinin de aragtirilmasi
etkili yontemler arasindadir. Subklinik mastitisli ineklerin kan serum al-
bumin degerlerinde P < 0.05 istatistiki onem derecesinde degismeler ol
mug, hiicre sayilar1 ise saglamlarda SSC < 100x 10°, mastitislerde
SSC > 100 x 10* olarak belirlenmistir. Ayrica hiicre sayilarindaki artig-
larin prostaglandin ile de iligkili oldugu, bu iligkinin r = 0.49 — 0.57 ara-
sinda degigtigi goriilmugtiir (1, 2).

Son zamanlarda subklinik mastitislerin tanisi1 amaciyla birgok test-
lerin uygulandigi bilinmektedir., Bunlardan hbazilari; Siit ve kanda Na,
K, Cl, laktoz, siitte anyon ve katyon degisikligi, N-asetil $-D-glukozami-
nidaz (NAG-ase), siit antitripsin aktivitesi, stafilokol ve streptokokal
niikleazlar ile antiniikleazlar ve diger bazi enzimlerin tayin edilmesi gibi
testlerdir (9, 18, 14, 15, 20).

Mastitis sonucunda meme bezlerinde meydana gelen patolojik degi-
siklikler siit salgisini azaltmak suretiyle siitteki Na, K miktarlarinin ve
dolayisiyla ozmotik basincin degigmesine yol agarlar (18).

Mastitisli slitlerde Laktat Dehidrogenaz (LDH), Glutamik Okzala-
setat Transaminaz (GOT), Ca, Mg ve inorganik fosfor degerlerinin tayin
edilmesiyle mastitis hakkinda bilgi edinilmesi miimkiindiir. LDH deger-
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leri normal siit degerlerine gore 18 kat, GOT degerleri 7 kat, ALP deger-
leri ise yaklagik 6 kat artmaktadir. Subklinik mastitiste artan LDH akti-
vitesi ile ‘birlikte hiicre sayis1 da artarak pozitif bir iligki gostermektedir
(4, 5, 6, 7, 24),

Siitte LDH aktivitesinin diisiik diizeyde olmasi memelerin saglikli ol-
dugunun bir igaretidir veya parangimal irritasyonun ilk safhasi sayila-
bilir. Yiiksek konsantrasyondaki ILIDH aktivitesi ise plazma mebranlar:
permiabilitesinin artmasi sonucu kan ve epitel hiicrelerinin stoplazma-
sindan siite-gegerler. Bu nedenle hiicre sayis: ile-LLDH aktivitesinin bera-
berce degerlendirilmesi uygun bir yéntem kabul edilmektedir (6, 24, 25).

Enzimatik mtodlar daha pratik ve giivenilir olduklar: i¢in subklinik
mastitislerin tanisinda kullanilirlar, Subklinik mastitisli ineklerin siit-
lerinde laktat dehidrogenaz, izositrat dehidrogenaz (ICDH), malik dehid-
rogenaz (MDH) gibi enzimlerde onemli degigmelerin oldugu, alkali fos-
fataz (ALP), asit fosfataz (ACP), Glutamik okzalasetat transaminaz
(GOT) ve Glutamik pruvat kinaz (GPT)’da ise fazla bir degisikligin ol-
madigr gorilmiigtiir. Subklinik mastitislerin teshisinde N-asetil §-D-glu-
kozaminidaz tayinin bagar: ile uygulandigi da bildirilmektedir (11). ‘

Sunulan bu g¢aligmanin amaci, biliylik ekonomik kayrplara sebeb olan
subklin‘k mastitislerin erken teghisi amaciyla, saglikli ve mastitisli inek-
lerin kan we siit serumlarinda bazi biyokimyasal degerlerin ve mikrobi-
yolojik aragtirmalarin yapilmasidir. -

Materyal ve Metot

Materyal :

Bu c¢aligmada materyal olarak, Tarim Orman ve Koyigleri Bakan-
l1g1, Konya Hayvancilik Aragtirma Merkezine ait 3-7 yas arasinda, ayni
cevre kosullarinda bulunan toplam 30 bag Isvicre Esmeri inek kullanil-
migtir. Dengeli ve normal olarak beslenen hayvanlar geceleri kapali ba-
rinaklarda, glindiizleri ise merada birakilmigtir.

Aragtirmaya alinan hayvan materyali, laktasyonda bulunan hayvan-
larin tlimiine Kalifornia Mastitis Testi (CMT) uygulandiktan sonra el-
de edilen CMT bulgularina goére secilmigtir. CMT’nin dért meme bolii-
miinde (—) verdigi 15 inek de subklinik mastitisli olarak kabul edilmigtir.

Metot :

CMT’nin uygulanmasi.: Sagiam ve mastitisli hayvanlarin segimin-
de uygulanan bu test i¢in, akgam sagimindan 6nce herbir meme boliimiin-
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den birkag cekim siit digar: atildrktan sonra CMT test kiiregine bir mik-
tar siit alinmig ve test kiiregi hafifce egilerek herbir boliim egitlendikten
sonra {izerine ayni miktarda test solusyonu ilave edilmis ve test sonug-
lar1 Schalm ve ark. (19)’min bildirdikleri gekilde degerlendirilmigtir.

Kan ve siit orneklerinin alinmasi : CMT nin uygulanmasindan son-
ra ayrilan 15 saglam ve 15 subklinik mastitisli inekten kan ve siit 6rnek-
leri alirmigtir. Siit 6rnekleri CMT’'nin (—) gosterdigi ineklerin tek me-
mesinden, (+4) gosteren ineklerin ise sadece hasta olan meme bolmelerin-
den alinmigtir.

Kan ve Siit serumlarmm Biyokimyasal Yonden Arastirilmas: :

Albumin ve Ailkali Fosfataz degerleri Bioberg Diagnostics(*) test ki-
ti ile Gleiimiis, LDH tayini ise Wake (**)’nun test kiti ile yapilmigtir.

Stutteki Somatik Hiicrelerin Sayimsi :
Siitteki somatik hiicreler IDF (8)’nin bildirdigi sekilde sayilmigtir.
Siitlin Mikrobiyolojik Muayenesi :

CMT ile (4) veya saglikli bulunan hayvanlara ait siit érnekleri asep-
tik sartlarda alinmis ve homojenize edildikten sonra % 7 koyun kanli
agar ve mac-Congkay agarlara ekilerek aerobik, anaerobik ve mikroaero-
filik ortamlarda 37°C de 27-7T2 saat inkilibe edilmigtir. Mantar izolasyonu
i¢in Saborround dekstroze agar’a ekim yapilarak oda isisinda 1 hafta bi-
rakilmigtir (8).

Bulgular

Caligmada elde edilen bulgular tablo 1, 2 ve 3 de dzetlenmigtir. Tab-
lo 1 de saglam ve subklinik mastitisli ineklerin kan serumlarinda ALP,
Albumin, Na ve K degerlerinin istatistiki kargilastirmas;, Tablo 2'de
saglam ve subklinik mastitisli ineklerin siit serumlarinda LDH, ALP Na
ve K degerlerinin istatistiki kargilagtirmas: verilmigtir. Tablo 3’de ise nor-
mal ve subklinik mastitisli ineklerin siit nimunelerinde somatik hiicre
sayis1 ve izole edilen bakteriler gosterilmigtir.

(*) Pan European Media Co inc., Suite 202, Toronto, 7266 Summint Aue.
(**) Wako Chemicals GmbH Nissantr., 2, 4040 Neuss 1, Wast Germany.
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Tablo 1. Saglam ve subklinik mastitisli hayvanlarin kan serumlarinda
ALP, Albumin, Na K degerler ..

Biyokimyasal Saglam Subklinik Mastitisli T
Degerler Ineklerde ineklerde
‘
ALP U/L 3944 + 3.97 139.25 1+ 2.24 0.04
Albumin g/dl 3.83 + 0.05 3.84 + 0.09 0.07
Na mg/dl 301.87 + 8.08 316.21 + 3.13 1.61
K mg/dl 15.55 + 0.87 17.03 + 0.48 148

Tablo 2. Saglam ve subklinik mastitisli
LDH, ALP, Na ve K degerleri.

hayvanlarin siit serumlarinda

Biyokimyasal Saglam Subklink iMastitisli T
Degerler ineklerde ineklerde
LDH unite/ml 267 4+ 2.06 526.67 + 125.61 4.13*%*
ALP U/L 179.96 + 25.23 269.39 + 29.48 2.31%
Na mg/dl 71.67 + 3.33 167.27 + 16.16 5.79**
K mg/dl 117.89 + 4.10 88.36 + 8.82 3.04%*
(**). P <001
(*) P« 005

Tablo 3. Saglam we subklinik mastitisli hayvanlarin slit 6rneklerinde so-
matik hiicre sayisi1 ve izole edilen bakteriler.

PMN Lokosit/ml

Izole Edilen

Bakteriler ve Sayisi

.Sa'gla'm 178350 + 29353** | Izole edilemedi
Ineklerde
Subklinik 870819 -+ 115622** | Staph aureus (3)

Mastitisli Ineklerde

Coryn. ssp. (3)
Coryn. pyogenes (2)
Candida albicans (2)
E. coli (1)

izole edilemeyen (4)
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Tartigma ve Sonug

Memelerde belirgin lokal ve sistemik bir belirti géstermeden seyre-
den subklinik anastitiste, biyokimyasal ve fizyolojik degigmelerin yanin-
da patolojik degismeler de s6z konusudur. Siit inekgiliginde subklinik
mastitislerin tanisinda, CMT testi uygulanip siitte hiicre sayum ve mik-
robiyolojik {estler yapilarak saglamlarla subklinik mastitisli hayvanla-
rin ayirimi saglanmaktadir (12, 16, 22, 23).

Son zamanlarda subklinik mastitislerin teghisinde sadece CMT tes-
tinin yeterli olmadigl, bunun yaninda siit ve kanda bazi enzimlerin ve
mineral maddelerin tayin edilmesiyle teshise 6nemli derecede katkida
bulunacagi cesitli aragtiricilar (14, 20) tarafindan bildirilmektedir.

Mastitisli siitlerde LDH degerlerinin normal degerlere gore 18 kat,
LAP degerlerinin ise 6 kat arttigi bildirilmigtir (6). Yapilan bu caligma-
da da subklinik mastitisli siitlerde LDH aktivitesinin degistigi ve sonu-
cun istatistiksel bakimdan Snemli (P << 0.01), ALP degerleri de istatis-
tiksel yonden 6nem (P < 0.05) arzetmigtir. Kan serumu ALP degerlerin-
de goriilen farkhliklar ise 6nemsiz bulunmustur.

Schalm ve ark. (19), subklinik mastitisli ve saglam ineklerin siitle-
rinde maksimum ve minimum hiicre sayilarin1 degerlendirirken somatik
hiicre sayisit 500.000 den az olanlari saglam, somatik hiicre sayist 500.000’-
den fazla olanlar: ise subklinik mastitisli olarak kabul etmiglerdir. Sunu-
lan bu caligmada da CMT ftesti ile saglam diye ayrilan ineklerin siitlerin-
de somatik hiicre sayis1 500.000’den az, mastitisli diye ayrilan ineklerin
slitlerinde ise somatik hiicre sayis1 500.000’den fazla bulunmustur.

- Almnan siit dorneklerinde hiicre sayis1 ile LDH artis1 arasinda pozitif
bir iliskinin oldugu, en yiiksek hiicre sayisina sahip olan subklinik mas-
titisli 6rneklerde LIDH aktivitesinin gok fazla, diisiik hiicre sayisina sa-
hip olan numunelerde ise LDH aktivitesinin az oldugu tespit edilmigtir.
Bundan dolay: subklinik mastitislerin teghisinde hiicre sayis: ve LDH ak-
tivitelerinin erken tanida Onemli bulgular olacagi kanisina varimigtir.
Bu durum cesitli aragtiricilar (6, 24) tarafindan da dogrulanmaktadir.

Rook ve ark. (18), mastitis olgularinda meme bezlerinde meydana
gelen patolojik ve fizyolojik degigmeler neticesinde siit ve dolayisiyla
kandaki Na, K degerleri ile ozmotik basingta bazi farkhiliklar meydana
geldigini belirtmektedir. Sunulan bu g¢aligmada da mastitisli siitlerin se-
rumlarinda Na ve K degerlerinde istatistiki yonden oldukca onemli
(P < 0.01) farklihiklar goriilmiigtiir, Saglam ve subklinik mastitisli inek-
lerin kin serumlarinda Na ve K degerleri arasinda goriilen degigmeler
ise onemli bulunmamgtir. o
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Subklinik mastitislerin teshisinde, direkt ve indirekt PMN I&ykosit-
lerin sayilari yaninda kan serum albumin degerlerinin de teghise yardim-
c1 olabilecegi bildirilmektedir (2y. Bu galigmada ise saglam ve mastitisli
ineklerin kan serumlarinin albumin degerlerinde meydana gelen degis-
melerin istatistiki yonden onemsiz oldugu goriilmiigtiir.

Subklinik mastitisli 15 6rnegin 1l'inde mikroorganizma izole edilir-
ken, saglikli CMT (—) siit 6rneklerinden highir bakteri izole edilememig-
tir, Bu durum Schultze (20) tarafindan da dogrulanmaktadur.

Sonug olarak, subklinik mastitislerin erken teghisi amaciyla 15 bag
saglam ve 15 bas subklinik muastitisli inek materyal olarak kullanilan bu
caligmada, somatik hiicre sayilar: yaninda siit serumunda LDH, ALP, Na
ve K degerlerinin 6l¢lilmesi etkili metotlar olarak tespit edilmigtir. Calig-
mada elde edilen diger degerler istatistiki yonden onemli bulunmadigin-
dan bu degigmelerin tanida birinci derecede Snemli olmadiklar: kanisina
varilmigtir,
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