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Subklinik Mastitisli ineklerde Adenozin Deaminaz Aktivitesi ve Somatik Hiicre Sayisi Korelasyonu
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Bu ¢alismada yangisal sliregte 6nemli gorevleri olan adenozin deaminazin, subklinik mastitisli ineklerde serum ve st adenozin ademinaz
(ADA) duzeylerinin belirlenmesi ve bu enzimin somatik hicre sayisi ile iliskisinin ortaya konmasi amaglandi. Calisma grubunu olusturan
Holstein inekler; subklinik mastitisli (n=40) ve saglikh inekler (n=15) olarak iki gruba ayrildi. Kaliforniya mastitis testi (CMT) sonucunda
supheli sonug veren ve herhangi bir klinik mastitis bulgusu bulunmayan inekler subklinik mastitis grubunu, CMT negatif olan inekler ise
kontrol grubunu olusturdu. Stt 6rneklerindeki somatik hiicre sayilari flow sitometri ile belirlendi. Subklinik mastitis grubunda serum ve
stt ADA degerleri sirasiyla 8,11 ve 3,38 IU/L dlguldi. Somatik hiicre sayilari subklinik mastitis ve kontrol grubunda sirasiyla 248x103 ve
132x103 bulundu (p<0.01). St ADA ile somatik hiicre sayisi arasinda da pozitif korelasyon bulundu (p<0.01, r=0.611). Sonug olarak,
adenozin deaminazin ineklerde subklinik mastitis olgularinin tanisinda bir belirteg olarak kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Adenozin deaminaz, subklinik mastitis, inek, somatik hiicre sayisi

Correlation of Adenosine Deaminase Activity and Somatic Cell Count in Dairy Cows with Subclinical Mastitis
Abstract

In this study, we aimed to determine the levels of adenosine deaminase (ADA), which plays important role in inflammatory process in
sera and milk in cows with subclinical mastitis and state the relationship between this enzyme with somatic cell count. Holstein cows
which was consisted the study group allocated into two groups subclinical mastitis (n = 40) and healthy cows (n = 15). After performing
the California Mastitis Test (CMT), the cows resulted suspicious; included the study group, the cows which showed CMT as negative
constitute the control group. Somatic cell counts were determined with flow cytometry assay. In subclinical mastitis group, serum and
milk ADA values were 8.11 and 3.38 IU / L, respectively. Somatic cell counts were 248x103 and 132x103 in subclinical mastitis and
control groups, respectively (p <0.01). There was a positive correlation between milk ADA and somatic cell count (p <0.01, r = 0.611). As
a result, adenosine deaminase can be used as a marker in the diagnosis of subclinical mastitis in cows.
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GiRis durum hicresel bagisikligin gostergesi olarak da kabul
edilmektedir (2,3). Adenozin deaminaz ve izoenzimleri be-
seri ve veteriner hekimlikte olduk¢a yaygin kullanim alani
bulabilmektedir. Genel anlamda, serum ADA aktivite diize-
yinin immun fonksiyonun degerlendiriimesinde uygun bir
parametre oldugu disliniilmektedir (4,5).

Meme dokusunun yangisi olarak tanimlanan mastitis,
ineklerde sikhkla klinik veya subklinik formlarda seyreder
(6). Klinik mastitislerde siitte gozle gorilebilir degisiklikler
olurken, subklinik olgular asemptomatik seyreder ve siit
kalitesini 6nemli olclide etkileyerek ekonomik kayiplara yol
acar. Klinik mastitisler, siitteki makroskobik degisiklerin
goriilmesiyle kolayca teshis edilebilirken; subklinik mastitis-
ler kaliforniya mastitis test (CMT), whiteside test, somatik
hiicre sayimi ve elektrik gegirgenlik testleri gibi yontemlerle
belirlenebilmektedir. Son yillarda, subklinik mastitis olgula-

Adenozin deaminaz (ADA), adenozinin intra ve ekstra seli-
ler seviyelerinin kontroliinde rol oynayan dnemli bir enzim-
dir. ADA, tim memelilerin lenfoid dokularinda, lenfositlerin
Gretimi ve farklilasmasina etki eder (1). Bu enzimin aktivite-
si olusan immun yanita bagli olarak degisim géstermektedir.
immun sistemin aktive oldugu durumlarda seviyesi artar-
ken, baskilandigi durumlarda ise seviyesi azalmaktadir (1,2).
Adenozin deaminaz enzimi insanlarda baskin olarak CD4"
hiicrelerin olusumunu saglamaktadir ki bu hiicreler enfeksi-
yon durumlarinda katil hiicrelere dénistrler ve/veya diger
antikorlarin olusumunu hizlandirirlar (3). Adenozin deami-
naz T lenfositlerde B lenfositlere oranla daha fazla bulun-
maktadir. Bu nedenle T lenfositlerin farklilasmasi sirasinda
ADA aktivitesi dnemli diizeylerde artis gostermektedir ki, bu
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rinda kolorimetrik ve florometrik yéntemlerle galisan bazi
enzimatik degisikliklerin belirlendigi ¢alismalarda bulun-
maktadir (8-10). Meme inflamasyonlarinda siit somatik
hiicre miktarindaki artis, inflamasyonun derecesine ve has-
taliga neden olan mikroorganizmanin tiriine gore degisiklik
gostermektedir. Yangl ve enfeksiyon ne kadar siddetliyse
somatik hiicre sayisi da dogru orantili olarak artmaktadir
(6).

Bu ¢alismada subklinik mastitisli ineklerde kan serumu
ve sUtte adenozin deaminaz diizeylerinin belirlenmesi ve bu
enzimin diizeyinin somatik hicre sayisi ile iliskisinin ortaya
konmasi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOT

Calisma Hayvanlari ve Gruplandirma

Galisma, Marmara Bolgesinde yer alan, otomatik sagim
yapilan ticari bir siit inegi isletmesinde, orta laktasyon do-
neminde (ortalama 138 giin) yaratalda. Yaslari 3-5 arasinda
degisen Holstein irki inekler, 6zdes cevresel ve beslenme
kosullarina sahipti. Glnluk iki sagim yapilan isletmede orta-
lama sit verimi yillik 6.500-8.000 arasinda degismekteydi.
Orneklemeler sonrasi galisma ve kontrol gruplarinin olustu-
rulmasindan sonra her olguya ait bireysel sit verimleri
degerlendiriimek (izere kaydedildi. Klinik muayeneler ve
CMT sonuglarina gore g¢alisma gruplari; subklinik mastitisli
inekler (n=40) ve kontrol grubu (n=15) seklinde olusturuldu.
St ve kan orneklerinin toplanmasindan énce palpasyonda
meme dokunda fibrozis, siskinlik, yangi bulgulari olan ve
sulu, pihtili, kanh siitl olan inekler ¢alismaya dahil edilmedi.
Sut 6rnekleri sabah sagimi 6ncesi her bir meme lobundan
alindi ve meme loblarinin en az bir tanesinde stipheli CMT
skoru olan (hafif jel kivami olusan) ve klinik olarak enfeksi-
yon bulgulari géstermeyen inekler subklinik mastitis grubu-
na dahil edildi ve daha sonrasinda yapilan somatik hiicre
sayimi ile subklinik mastitis olgulari kesinlestirildi. Somatik
hiicre sayimlari ve sit ADA oOlglimleri sadece hasta meme
loblarindan alinan siit 6rneklerinde gergeklestirildi. CMT
skoru negatif olanlar ise kontrol grubunu olusturdu.

Kan ve Sut Orneklerinin Hazirlanmasi

ADA analizleri igin kullanilacak kan 6rnekleri kuyruk vena-
sindan antikoagulansiz vakumlu tiiplere alindi. Kan 6rnekle-
ri +4°C’de ve 1550 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilerek se-
rum ornekleri elde edildi. Serumlar analizler yapilincaya
kadar -80°C’de saklandi. Siit 6rnekleri polietilen steril tiple-
re alindi, numunelerin korunmasi amaciyla azidiol eklendi
ve soguk zincirde bir giin igerisinde laboratuvara ulastirildi.
ADA analizleri igin gerekli olan st serumu eldesi igin Alais
tarafindan belirlenen yéntem kullanildi (11).

ADA Olgiim Prosediirii

Serum ve sut ADA aktiviteleri Guisti ve Galantinin
(1984) yontemine gore 6lglldi (12). Numuneler, adenozinle
60 dakika boyunca 37 °C’'de inkube edildikten sonra fenol
ve sodyum nitroprusid eklenmis hipoklorid sollisyonua
aktarildi. Renklenen soliisyon 640 nm dalga boyunda uv-vis
spektrofotometre ile 6l¢lildi (Shimadzu-3100). ADA aktivi-
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teleri standart egrinin optik dansiteleri ile karsilastirilarak
hesaplandi.

Sut Somatik Hiicre Sayimi

St somatik hiicre sayilari flow sitometri ile belirlendi (Bent-
ley Instruments, USA).

istatistiksel Analiz

Verilerin normalite ve homojenite dagilimlari Shapiro Wilk
ve Levene testleri ile belirlendi. Gruplar arasinda ADA ve
SHS seviyelerinin istatistiksel degerlendirmesinde t-test,
veriler arasindaki iliskinin hesaplanmasinda ise Pearson
korelasyon testi kullanildi. Bulgular, korelasyon kat sayisi (r)
ve p degeri olarak gosterildi. Tim bulgular ortalama ve
standart hata (S.H) seklinde sunuldu. istatistiksel &nemlilik
P<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Her iki calisma gruplarina ait serum ve siit ADA degerleri
Sekil 1’de sunuldu. Subklinik mastitisli ineklerin serum ADA
seviyeleri kontrol grubuna oranla daha yilksek bulundu
(p<0.01). Subklinik mastitis grubunda serum ve sut ADA
degerleri sirasiyla 8,11+0,83 ve 3,38+0,42 IU/L olguldi.
Kontrol grubunda ise bu degerler sirasiyla 7,05+0,62 ve
2,22+0,37 U/L belirlendi. Sit ADA degerleri kontrol grubun-
da, subklinik mastitisli ineklerin degerlerine oranla duslk
bulundu (p<0.05). CMT skoru stipheli olan subklinik masti-
tisli ineklerin somatik hiicre sayilari ortalama 248x10 hiic-
re/mL (196 x10° - 294 x10°) olarak belirlendi. CMT pozitif
meme loblari ile somatik hiicre sayisi arasinda pozitif kore-
lasyon bulundu. Kontrol grubunda ise somatik hiicre sayisi
132x10° bulundu. Kontrol grubunun serum ve sit ADA
degerleri ile somatik hiicre sayilari arasinda herhangi bir
istatistiksel fark bulunmadi. Subklinik mastitisli ineklerin siit
verimleri (6740 kg) ise kontrol grubuna (7112 kg) oranla
daha dusuikti (p<0.05).

10,00 +
* G SKM
8,00 - — (n=40)
6,00 -
= %%
4,00 - ~
2,00 -
0,00
Serum Sat
Sekil 1. Calisma ve kontrol gruplarinda serum ve sit ortalama ADA
degerleri

SKM: Subklinik mastitis, K: Kontrol, * P<0.01, ** P <0.05

Subklinik mastitis grubunda serum ADA ile siit ADA
(p<0.01, r=0.765) ve SHS arasinda (p<0.05, r=0.498) pozitif
korelasyon bulundu (Tablo 1). Ek olarak, sit ADA ile somatik
hiicre sayisi arasinda da pozitif korelasyon bulundu (p<0.01,
r=0.611).
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Tablo 1. Subklinik mastitisli inekler serum ve siit ADA degerleri ve
somatik hicre sayilari arasindaki korelasyon katsayilari

Korelasyon .
Serum Sut

Katsayisi ADA ADA SHS

(Pearson)
Serum * %
ADA r 1 0,765 0,498
Siit ADA r 0,765* 1 0,611%**
SHS r 0,498* 0,611%* 1

* P<0.01, **P<0.05

TARTISMA VE SONUC

Meme bezi yangilarinda perivaskiler araliktan alveoler
Iimene bazi bilesenlerin gegisiyle stitlin yapisinda degisiklik-
ler olur (8,13). Bu yangisal degisiklikler sonucu sitteki bazi
hiicreler, enzimler ve antioksidan aktivitesi etkilenir. Me-
menin dogal savunma mekanizmasinin yetersiz kaldigi du-
rumlarda makrofajlar ve lenfositlerin aktivasyonu sonucu
immun yanit sekillenir. Yangi siirecinde énemli rol oynayan
ve baslica lenfositler olmak Uzere bircok immun sistem
hiicresinde bulunan ve immunitenin endojen regilatéri
olan ADA enzimi, organizmayi doku hasarina karsi korur (14,
15). Bu ¢alismada, ADA seviyelerindeki artisin ¢alisma gru-
bunda yuksek bulunmasi subklinik mastitise bagh gelisen
lenfosit aktivasyonu ile iliskilendirildi. Ayrica, yliksek soma-
tik hiicre sayisinin bulunmasi ve bu parametrenin hem se-
rum hem de sit ADA seviyeleri ile pozitif korelasyona sahip
olmasi, subklinik mastitis olgularinin teshisinde bu enzimin
guvenle kullanilabilecegi kanisina varildi. Bir galismada,
subklinik mastitisli ineklerde meme igi levamizol uygulama-
larinin memenin bagisiklik sistemi lizerine etkileri arastiril-
mis ve ilag uygulama sonrasi serum ve siit ADA dizeylerin-
de bir degisiklik olmadigi bildirilmistir (16). Calismamizda ise
her ne kadar herhangi ilag uygulanmamasina ragmen subk-
linik mastitisli ineklerde, kontrol grubuna oranla elde edilen
yiksek ADA seviyelerinin, bu enzimin dogrudan hicresel
immunite ile iligkili oldugu ve lenfositlerin dogal aktivasyo-
nuna bagh bir artis oldugu dusindld.

ADA aktivitesi, adenozinin degradasyonunu saglayarak
doku hasarini 6nler. ADA seviyelerindeki azalma ise enfeksi-
yona bagli olarak dokulardaki hasarin 6nlenememesine
sebep olur (15). Calismamizda, yiksek serum ve siut ADA
aktivitesinin bulunmasi nedeniyle, ineklerin meme dokula-
rinda yikimlayici bir hasar olmadigi, yangisal yanitin devam
ettigi ve bu slrecin tedaviye destek olabilecegi kanisina
varildi. Gerek beseri gerekse veteriner hekimlik alaninda
adenozin deaminaz hakkinda yapilan ¢alismalar, bu enzimin
metabolik, otoimmun, bakteriyel, viral ve paraziter hastalik-
lar gibi bircok olguda erken tani belirteci olarak kullanilan
ADA aktivitesinin (1,3,4) calismamizin bulgulari 1siginda st
ineklerinde meme sagliginin ortaya konmasinda diger kon-
vansiyonel parametrelerin yaninda yerini almasi gerektigi
dusinald.

Sonug olarak, elde edilen yiiksek ADA seviyelerinin; bu
enzimin subklinik mastitis olgularinda énemli bir role sahip
oldugu, somatik hicre sayisi ile pozitif korelasyon gosterdigi

Subklinik Mastitisli ineklerde Adenozin Deaminaz Aktivitesi...

ve ineklerde subklinik mastitis olgularinin tanisinda diger
parametrelere ek olarak glivenle kullanilabilecegi kanisina
varildi.
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