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Studies on the use of DMSO as a carrier in the treatment of
subclinical mastitis.

SUMMARY

In this study, the relative efficiency of various antibiotics that were
dissolved in % 90 Dimethyl Sulfoxid (DMSO) for intramammary infusion on
lactating cows with subclinical mastitis was investigated. A total of 69 diffe-
rent breeds milking cows in a state farm were subjected to routine test,
using California mastitis test (CMT) method. 37 quarters were found infec-
ted with subclinical mastitis. Individual quarter milk samples were collected
from infected quarters for bacteriological examination. Pathogenic bacteri-
as were isolated from milk samples. To determine sensitivity the isolated
strains of these pathogenic bacterias were tested by using several antibio-
tics this diffusion method. Each cow treated twice with 48h interval. Criteria
for therapy was freedom from pathogenic bacteria as shown by once taken
milk samples, on ten days following last treatment.

According to the results obtained that the milk avarage cure rate of
Staphylococcus spp. infection was % 76.9 and of Streptococcus spp. infec-
tion was % 81.08.

These results show that the use of DMSO as penetrant carrier of an-
tibiotics in treatment of subclinical mastitis may increase the effectiveness
of therapy and may prevent the spread of mastitis and may be economic
than the other treatment methods.
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OZET

Bu galismada, laktasyondaki subklinik mastitisli ineklere meme igi %
90 DMSQ'da ¢ozilen antibiyotik uygulamalarinin etkinligi arastinidi. Degi-
sik irklardan 69 adet inege CMT uygulandi. Bunlardan 37 meme lobu en-
fekte bulundu. Herbir meme lobundan bakteriyolojik muayene igin sit or-
nekleri alindi. Galismaya alinan tim inekler antibiyogram sonucuna gére,
antibiyotik + % 90 DMSO ile 48 saat aralikla iki defa tedavi edildi. Sagaltim
sonuglari son tedaviyi izleyen 10. giinde alinan st érneklerinde patojenik
bakterilerin olup olmadigina gére degerlendirildi.

Yapilan tedaviye gore stafilokok enfeksiyonlarinda % 76.9 ve strepto-
kok enfeksiyonlarinda % 81.08 oraninda bir iyilegsme gdzlendi.

Bu sonuglar, subklinik mastitislerin tedavisinde tasiyici olarak
DMSO'nun kullaniminin tedavinin ekinligini artirabilecegini, mastitisin yayil-
masini onleyebilecegini, ve diger tedavi metotlarindan daha ekonomik ola-
bilecegini gdstermigtir.

GIRIS

Mastitis, irritan etkilere karsi meme bezinin tepkisi olarak tanimlanip
cesitli sekillerde siniflandinlabilirler. Bu ayrim yangi belirtilerinin bulunup
bulunmadigina (klinik, subklinik) ve hastaligi olusturan etkenlere gére yapil-
maktadir (9). Subklinik mastitisler, belirgin bir lokal ve sistemik beldek gos-
termeksizin ortaya gikan, giderek meme dokusunun yikimina ve fibrosisine
neden olan mastitislerdir. Gizli seyreden bu mastitislerde gogunlukla me-
mede ve sttte fiziksel bir degisim hissedilmez. Bu nedenle subklinik masti-
tisler kolaylikla hayvandan hayvana gegip meme loblarinin sit Gretimini
azaltmakta ve hemde sutiin bilesimini bozarak kisa sirede yetistirmedeki
tim ineklerin elden ¢ikmasina neden olmaktadir. Hastalik ancak polimorf
cekirdekli 16kositlerin sayimi ve California mastitis testi (CMT) ile diizenli
kontrol edilen igletmelerde yapilan taramalar ve bakteriyolojik yoklamalar
sonucu saptanabilmektedir.

Subklinik mastitislerin sagaltimlari amaci ile degisik kemoterapotikler
ve yontemler dnerilmektedir. Fakat istenilen sonuglar gesitli nedenlerden
6tarld saglanamamaktadir. Ziv Silberman (1) bu basansizliklart gogunlukla,
kullanilan antibiyotiklere bagh olarak olusan direngli suglar ile mikroorganiz-
malarin yerlestidi lezyonlu bdélgelerin timinde yiliksek konsantrasyona eri-
secek meme igi verilen antibiyotikli maddelerin yeterli olmamasina bagla-
migtir.

Meme ici uygulamalar igin amaglanan mastitis ilaglarinda antibiyotik-
lerin taginmasinda kullanilan belirgin tagit maddelerinin veya solventlerinin
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6zel bir 6nemi vardir. Yaygin kullanim alani olmasada DMSQ'in biyolojik
bariyerlerce gegirgen olmasi nedeniyle zaman zaman bazi arastiricilarca
antibiyotiklerle tasiyici madde olarak kullanilmigtir (13,15). DMSO ilk kez
1866 yilinda Alexander Saylzeff tarafindan hazirlanmugtir (14). Gintumizde
ise Avrupa'da kémir ve petrolden elde edilmektedir (8). Saf DMSO'nun
ylksek konsantrasyonlari veya saflastinlmis érnekleri buzdolabinda donar
(10). Saf DMSO, berrak, 18.5°C'de donan, sarimtrak renkte bir maddedir
(4,5,10). DMSO birgok madde igin sudan daha iyi bir ¢dzicidir. Birgok
proteinler ve steroidler DMSQO'da ¢éziliir. Gogunludu lipoprotein yapisinda-
ki biyolojik barierler DMSO igin gecirgendir. DMSO bu gegisinde barierde
herhangi bir degisiklige ve yikimlanmaya yol agmaz (3,4,5,10).

DMSO'nun absorbsiyon, tastyicilik, ¢esitli enzimlerin inhibisyonu ve
aktivasyonunun yanisira invitro % 5 ve % 50 konsantrasyonlarda bakteri-
yostatik veya M.tuberculosis,staphylococcus spp., streptococcus spp., sal-
monella spp., E.coli gibi bircok patojene karsi bakterisidal etkiye sahiptir
(3). DMSQO'nun antimikrobiyal fonksiyonunun mekanizmasi tam olarak agik-
lamamamakla birlikte immun sistem Gzerindeki etkinligi ve doku yikimlan-
masina neden olan endotoksinin etkinliginin azaltiimasi ile oldugu tahmin
edilmektedir (3). Ayni zamanda DMSO yangida doku yikimlanmasini azal-
tarak mikrosirkulasyonun devam ettiriimesi ve 6zellikle kronik olgularda fib-
roblast proliferasyonunu azaltarak antiinflamatuar bir etkide géstermektedir

(3).

DMSO hiicre seviyesinde steroidlerle sinerjik etkiye sahiptir. Yine an-
tibiyotiklerle birlikte kullanildiklarinda sagladiklari lokal dilatasyon ve antiinf-
lamatuar etkileri ile antibiyotigin etkinligini artirir.

DMSO'nun sistemik etkisi ve toksisitesi nisbeten disiik olup lokal
toksititesi doza, uygulama yoluna ve bireylere baghdir.

DMSO diger terapétik ajanlarla kullanildiginda onlarin toksisitelerini
artirdii ve hatta tehlikeli olabilecegi gésterilmektedir.Yalniz, DMSO ile
kombine edilen antibiyotiklerin lokal uygulamalarda olduk¢a disik toksisite-
ye sahip oldugu bildirilmektedir (3).

Ziv Silberman (16) Staphylococcus aureus saptanan kronik mastitisli
178 sagmal ve kurudaki ineklere antibiyotikleri degisik tasiyicilarla (distile
su, yag, DMSO) vermis ve en iyi sonucu kuruda % 87.7 ve laktasyonda %
64.3 oraniyla DMSO tasiyici maddede almigtir. Ziv Silberman (17) koyun-
larda yaptig: diger bir ¢alismada %90'lik DMSQO'nun antibiyotigi fibrotik ve
damarsiz sahanin igine tasidigini ve etkin oldugunu géstermigtir.

Bu calismada, DMSO'nun yukarida belirtilen 6zellikleri géz éniinde
tutularak gesitli antibiyotiklerin DMSO tasit maddesinde ¢ézindurilip me-
me i¢i uygulamalarinda subklinik mastitisler Gzerinde gdsterecekleri etkin-
liklerinin arastiriimast amaglanmigtir.
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MATERYAL VE METOT

Deneme hayvanlar : Bu ¢alismada, 37 meme lobu enfekte 18 hols-
tayn, 8 montofon irki inek kullanildi. Denemede kullanilan ineklerin hepsi
Seker Fabrikalari A.S. Ankara Seker Fabrikasi Giftligi'nden, California Mas-
titis Test (CMT) ve bakteriyolojik muayenelerde pozitif sonug veren hayvan-
lardan segildi. Segilen hayvanlarin ortalama ginlik st miktari 10/15 kg, or-
talama yasi 7 ve ortalama laktasyonlari 4 olarak saptandi.

Sit érneklerinin toplanmasi : Sit 6rnekleri sabah sagimindan én-
ce meme baslari iyice dezenfekte edilip bir miktar sut ayn bir kaba sagitil-
diktan sonra steril bir tipe 10 cc kadar alindi. Stit 6rnekleri mikrobiyolojik
yoklamalar igin portatif termosla laboratuvara génderildi.

Besiyerleri : Streptokokal ve stafilokok mastitise neden olan etkenle-
rin izolasyonu ve identifikasyonlarr amaciyla zenginlestiriimis kanl agar,
nutrient buyyon, serumlu buyyon,Edward's besiyeri, sodyum hippurath ve
O/F besiyeri kullanildi. Ayrica, antibiyotik duyarlilik testlerini uygulamak igin
Mueller/Hinton agar (Oxoid) ve kanli agardan faydalanildi.

Standart sus : Str.agalactia susu CAMP testinde kullaniimak tzere
Bakteriyoloji Bilim Dali sug kolleksiyonundan alindi.

Tavsan plazmasi : Koagulaz olusturan stafilokoklarin identifikasyo-
nunda kullanildr.

Antibiyotik diskleri : Antibiyotik duyarlilik testlerinde Oxoid diskle-
rinden yararlanildi.

izolasyon ve identifikasyon : Steril tiipler igine aseptik kosullarda
alinan ve soguk ortamda laboratuvara ulastirilan sit érnekleri homojenize
edilerek bir 6ze dolusu kanl agara ekilip 37°C'de 24/48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda, biy(iklik durumlar degerledirilerek stafilo-
kok ve streptokok kolonileri ayirt edilip gram boyama yéntemi ile hazirlanan
preparatlar incelendi. Izole edilen stafilokok kolonilerinden tek koloni, nutri-
ent buyyona, streptokoklardan ise serumlu buyyona ekimler yapilarak
37°°C'lik etlivde 24/48 saat inklibe edildi. Stafilokoklarin identifikasyonlar
icin koagulaz, katalaz, O/F testi, streptokoklarin identifikasyonu icin CAMP
testi, Eskulin deneyi, sodyum hippurat hidrolizasyonu, karbonhidrat ferman-
tasyonu (sorbitol, inulin, trehaloz) ve hemoliz testlerinden yararlanildi (1,7).

Antibiyotik duyarlilik testleri : Bu testler, stafilokoklar igin Mueller
Hinton agar, streptokoklar igin ise kanl agar besiyerleri kullanilarak Kirby/
Bauer disk difflizyon yéntemine gére yapildi (2). Sonuglar her disk igin veri-
len standart (oxoid) zonlarla karsilagtirilarak degerlendirildi.

ila¢ secimi ve uygulanmasi : Oxytetracycline HCI 919.80 mcg/mg,
Ampicilline Tryhydart 857.7 mcg/mg, Chloramphenicol 851.73 mcg/mg,
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Procain penicilline G 2.250.000, Kristalize penicilline G potassium 750.000
IU., Streptomycine silphate 2.0, antibiyotik duyarlilik testlerine gére segildi.
Secilen bu antibiyotiklerden 1 gr alinarak 15 cc DMSO iginde eritilerek 20
cc'lik plastik enjektérle meme icersine, 48 saat araliklarla iki kez kuralina
uygun olarak verildi. Son uygulamadan 10 giin sonra bakteriyolojik muaye-
ne igin ikinci defa sit numunesi alindi.

BULGULAR

Makina ile sagim yapilan Ankara Seker Fabrikasi Giftligi'ndeki galig-
malar sonucu 116 inek klinik olarak muayene edilmis olup bunlardan 56
inegin 76 meme lobunda subklinik mastitisten siiphe edilerek bakteriyolojik
incelemeler igin stt 6rnekleri alindi. Bunlardan 56 inedin 74 meme lobunda
enfeksiyon etkeni Uredi.

Bu arastirmaya enfeksiyon etkeni treyen, subklinik mastitisli 26 inek
ve 37 meme lobu alindi. Klinik muayenelerde 30 meme lobunda fibréz r-
meler saptanmis olup ¢alismaya alinan meme loblarinin timinde CMT'ye
duyarhhk gozlendi. 37 meme lobundan 26'sinda stafilokokal enfeksiyon et-
keni Ureyip bunun 13'U0 Staph.aureus, diger 13'0 ise Staph.epidermis;
11'nde ise streptokokal enfeksiyon bulunup, 6'si Str.agalactia, 4'U Str.lactis,
1 tanesi de Str.faecalis olarak saptandi (Tablo-1).

Tablo-1 : Enfeksiyon etkenlerinin dagilim yiizdesi

ETKEN MEME LOBU YUZDE ORANI
Stap.aureus 13 35.13
Staph.epidermidis ’ 13 35.13
Str.agalactiae 6 16.21
Str.lactis 4 10.82
Str.faecalis 1 2.71
TOPLAM 37 100.00

Klinik ve laboratuvar uygulamalari ile tesbit edilen mastitis olaylarinin
meme loblarina dagiligt Tablo-2'de géruldagdi gibi % 32.4 oraninda olmak
Gzere blylUk g¢odunlukla arka loblarda, daha azinlikla olmak lzere de 6n
loblarda oldugdu belirlendi.

Bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon galigmalari sonucu elde
edilen etkenler yapilan antibiyotik duyarlilik testleri ile Tablo-3'de verilen an-
tibiyotikere duyarh ¢ikti. -
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Tablo-2 : Mastitisin loblara gére dagihimi

MEME LOBU INEK SAYISI YUZDE ORANI
Sol 6n 4 10.8
Sag o6n 9 244
Sol arka 12 324
Sag arka 12 324

Tablo-3 : izole edilen etkenlerin antibiyotiklere duyarhliklari

Oksitetra- Kloram- ampi- Penisi-  Strepto-
ETKEN siklin fenikol silin lin misin
Staph.aureus 4 7 1 1 -
Staph.epidermidis 6 3 1 1 2
Str.agalactiae 1 3 1 1 -
Str.lactis 2 - - 2 -
Str.faecalis 1 - - - -
TOPLAM 14 13 3 5 2

DMSOQO'da ¢oézdirilen antibiyotiklerin meme igi enjeksiyonlarindan
yaklagik bir saat sonra sarimsak kokusu baglayip, alti saat sonra tamamen
ortadan kalkti.

Bu calismada, sagaltima alinan Staph.aureus ile enfekte 13 meme
lobunun 10'unda, Staph.epidermis ile enfekte 13 meme lobunun 10'undan
Str.agalactiae ‘ile enfekte 6 meme lobunun 5'inden, Str.lactis ile enfekte 4
meme lobunun tamamindan pozitif sonug¢ alinip bunlar bagar oranlari ile
birlikte Tablo-4'de g&sterildi.

Tablo-4 : Uygulanan tedavi sonucu elde edilen basgari yluzdesi

ETKEN TOPLAM POZITIF NEGATIF BASARI YUZDESI
Staph.aureus 13 10 3 % 76.9
Staph.epidermis 13 10 3 % 76.9
Str.agalactiae 6 5 1 % 83.3
Str.lactis 4 4 ¢ - % 100.0
Str.faecalis 1 1 - % 100.0
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TARTISMA

Subklinik mastitislerin antibiyotik tedavisinde etkin organizmalarin in-
vitro olarak belirli antibiyotiklere ylksek duyarlilik géstermelerine ragmen
pratikte cogunlukla zayif sonuglar alinmaktadir. Meme ici yolla verilen ilag-
lar mikroorganizmalarin lokalize olduklarn esas meme kisimlarina (alveoile-
re) yeterli yogunlukta ulasamaz. Daha da 6tesi ilag dagilimi meme igi kulla-
nilan tasiyici veya solventlerin yapisina ve miktarina baghdir (15,16,17).

Ideal bir tagtyicinin uygulanmadan hemen sonra antibiyotik ve masti-
tis olugturan organizmalarin arasinda en yiksek ylizey temasi saglayan an-
tibiyotik yogunlugu olusturacak bir madde olmasi gerektigi gesitli arastirici-
lar tarafindan agiklanmigtir (3,17). Bdyle bir aract madde meme
dokularinda etkin antibiyotik seviyesine ulagmalidir. Baganli bir uygulama-
dan en az 12 saat sonra meme dokusundan antibiyotigi atabilme yetenegi
6nemli bir kriter olarak vurgulanmaktadir (17).

Ziv Silberman (17) Staph.aureus ile enfekte laktasyondaki 14 adet
inekte % 90’k DMSO ile % 64.3, yagda eriyen bir araci madde ile % 16.3,
suda eriyen bir araci madde ile ise de % 44 oraninda bir bagari elde etmig- -
tir. Buna karsilik Storper ve ark. (13) 24 saat ara ile 3 kez Staph.aureus izo-
le edilmis subklinik mastitisli geng ineklerden (2/4. laktasyondaki ineklere)
ampisilin ve kloksasilin kombinasyonu verilmesi ile % 39.6'lik bir basari, yi-
ne ayni arastiricilar, ayni kombinasyonun farkli konsantrasyonlarindan %
64.1'lik bir basan elde etmiglerdir. bu ¢alisma Storper ve arkadaslarinin sa-
dece antibiyotik kombinasyonlari ile 3 gin stireyle yaptigi uygulama ile kar-
silastinldiginda hem ekonomik hem de tedavi bagarisi agisindan daha etkili
bulunmustur.

Enfeksiyon etkenlerinin,% 32.4 oraninda arka loblarda gérilmesi sa-
gim makinasinin dezenfeksiyonuna ve basincina bagl olarak sekillenmis
olabilir.

Bu g¢aligmada,tasiyici madde oarak kullanilan % 90'ik DMSO ile
Staph.aureus igin % 76.9, Staph.epidermis i¢in % 76.9, Str.agalactia i¢in %
883.3, Str.lactis igin % 100, Str.feacalis igin % 100'lik sagaltim oranlan Ziv
Silberma’nin bulgularn ile paralellik gdsterip bu DMSO'nun tagit madde ola-
rak antibiyotigi etkin yogunlukta alvoeler bélgeye tagsimasina ve antimikrobi-
yal etkinligine baglanabilir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular, DMSO'nun subklinik mastitislerde
etkin olarak kullanilabilcegini gdstermistir. Laktasyondaki hayvanlarin subk-
linik mastitislerinde etkin ve ekonomik olan bu kimyasal maddenin klinikler-
de Veteriner Hekim'lerce uygulanmasi uygun bulunmustur.

TESEKKUR

Bu caligmada kullanilan antibiyotikleri karsilayan Dogu llag Fabrika-
lan A.S. Midurligi'ne tesekkir ederiz.
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