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Koyunlarda klinik, mikrobiyolojik ve biyokimyasal metotlar ile
subklinik mastitislerin saptanmasi
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Ozet: Bu ¢aligmanin amaci, koyunlarda subklinik mastitisin insidansini, etiyolojisini ve subklinik mastitis sonucu siitteki klor
(CI", sodyum (Na'), ALP, LDH ve NA-Gaz diizeyindeki, SHS ve CMT skorlarindaki degisimleri tespit etmektir. Orneklerin
%35.5’inde koagulaz negatif stafilokoklar izole edildi. Subklinik mastitisin prevalansi %6.5 seviyesinde belirlendi. Normal 6rnekler-
deki CMT sonuglart degisken bulundu. Somatik hiicre sayisi subklinik mastitisli 6rneklerde 300.000-1.000.000 ve normal drneklerde
<300.000 saptand1. Subklinik mastitisli rneklerde Na* ve CI” diizeyleri sirastyla 56.26 ve 47.13 mg/dl, normal &rneklerde ise 78.65
ve 72.67 mg/dl bulundu. Normal siit 6rneklerinde ALP, LDH ve NA-Gaz diizeyleri sirasiyla 110.12, 65.60 ve 23.51 U/L, subklinik
mastitisli 6rneklerde sirasiyla 194.69, 452.23 ve 79.38 U/L tespit edildi. Normal ve subklinik mastitisli 6rneklerin SHS ve biyokim-
yasal sonuglarmin istatistiki degerlendirmesinde iki grup arasindaki fark p<0.001 seviyesinde belirlendi. Sonugta; sunulan ¢alisma
gostermektedir ki, koyunlarda subklinik mastitislerde CMT nin sinirh bir diagnostik degeri vardir. Koagulaz negatif stafilokoklar
subklinik mastitislerin yaygimn nedenidir. Subklinik mastitisli memelerden alinan siitlerde ALP, LDH ve NA-Gaz aktivitesindeki ve
Na®, CI' diizeyindeki artislar koyunlarda mastitis indikatérii olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Biyokimyasal profil, CMT, koyun, SHS, subklinik mastitis.
Detection of subclinical mastitis by clinical, microbiological and biochemical methods in sheep

Summary: The aim of this study was to determine the incidence and aetiology of subclinical ovine mastitis in Kirikkale and
to study the changes occurring in the level of chlorine, sodium, ALP, LDH and NA-Gase, SCC and California Mastitis Test (CMT)
scores in milk as a result of subclinical mastitis in 200 sheep. Coagulase negative staphylococci were isolated in 5.5% of the milk
samples. The period insidence of subclinical mastitis was detected as 6,5%. Milk samples from noninfected udder halves were found
to have variable CMT scores. In milk samples bacteriologically positive , SCC was measured as 300.000-1.000.000 and in milk
samples bacteriologically negative <300.000. In bacteriologically negative milk samples, the sodium and clorine levels were
measured as 56.26 and 47.13 mg/dl respectively while they were found to be 78.65 and 72.67 mg/dl in the bacteriological positive
milk samples. In milk from healthy udders, ALP, LDH and NA-Gase enzymes activities were measured as 110.12, 65.60 and 23.51
U/L respectively while they were found to be 194.69, 452.23 and 79.38 U/L in milk from subclinical mastitic udders. The difference
between the samples from normal and subclinical mastitis for SCC and biochemical parameters were found to be statistically
significant at the level of p<0.001. In conclusion; the present study indicated that, the CMT has limited diagnostic value for
subclinical mastitis in ewes. Coagulase negative staphylococci are the predominant cause of subclinical mastitis. The higher ALP,
LDH and NA-Gase activities and Na and CI” levels in milk from subclinical mastitic udders appears to be an indicator of
intramammary infection of ewes.

Key words: Biochemical profiles, CMT, ewe, SCC, subclinical mastitis.

Giris

Mastitis, meme dokusunun fizyolojik ve metabolik
degisikliklere, travmalara, alerjilere ve daha siklikla
mikroorganizmalarin yarattig1 hasara karsi olusan yangi-
sal bir cevaptir (3). Klinik mastitis genel veya sadece
lokal ve fonksiyonel semptomlar ile karakterizedir.
Subklinik mastitis ise 6zellikle somatik hiicre sayisindaki
artis gibi kalitatif ve kantitatif fonksiyonel degisiklikler
gostermektedir (7).

*  Ayni isimli doktora tezinden dzetlenmistir.

Mastitislerin tanisi;; memelerin ve siitiin klinik,
kimyasal, fiziksel, hiicresel ve bakteriyolojik muayenele-
ri ile yapilmaktadir. Ancak subklinik mastitislerin me-
mede ve siitte goriilebilen degisiklikler olusgturmamasi
0zel tan1 yontemlerinin kullanilmasimi gerektirmektedir.
Sunulan ¢aligmada; koyun siitlerinde somatik hiicre sayi-
s1 (SHS) degerlerinin farkli ve degisken olmast ve soma-
tik hiicre sayisina bakilarak subklinik mastitis tanisinin
yapilamamasi nedeniyle subklinik mastitislerin belirlen-
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mesinde, mikrobiyoloji sonu¢larimin yaninda biyokimya-
sal parametrelerin kullanilmasi ve tanimin bu degerlere
gore yapilmas1 amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bu ¢alisma, Kirikkale ilindeki aile tipi isletmelerden
rastgele ornekleme yontemiyle secilen, Akkaraman irki
ve yaslar1 2 ile 6 arasinda degisen ve laktasyonlarinin
orta doneminde bulunan toplam 100 bas koyundan alinan
200 siit 6rnegi iizerinde yiiriitiildii. Stit materyali, sagim
sekli ve hijyeni goz 6niinde tutularak toplandi. Koyunlara
ilk once klinik muayene yapildi ve genel durumu iyi
olanlar calisma grubuna dahil edildi. Daha sonra akut ya
da kronik yangi belirtisi bulunmayan memelerden alinan
siitlere strip-cup uygulandi. Normal renk, koku, kivam ve
goriiniimdeki siitlerden hem biyokimyasal hem de mik-
robiyolojik yoklamalar i¢in ornekler alindi ve bunlara
Kaliforniya Mastitis Testi (CMT) uygulandi. Alinan siit
ornekleri laboratuvara iletilmek iizere +4 ° C’de soguk
zincirde korundu.

Mikrobiyolojik incelemeler Uluslararasi Siit Fede-
rasyonu (18)’nun bildirdigi sekilde Kirikkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobi-
yoloji Anabilim Dali’nda yapildi. Yapilan inspeksiyon ve
palpasyon sonucunda normal olarak kabul edilen meme-
lerden alinan normal renk, koku ve kivamdaki siit 6rnek-
lerinde 200 CFU/ml’den daha fazla ayni tipte koloni
iiremesi subklinik mastitis olarak degerlendirildi.

Kalifornia Mastitis Test (CMT) bulgularmin deger-
lendirilmesi Schalm ve ark. (1971)’nin uyarladig1 yonte-
me ve somatik hiicre sayimi (SHS) Kiligoglu ve ark.’nin
(1989) dnerdigi yonteme gore nitel olarak yapildi.

Biyokimyasal incelemeler Kirikkale Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’'nda yapil-
di. Biyokimyasal incelemelerde degerlendirilecek siit
serumunu elde etmek i¢in Alais (1974) tarafindan belir-
lenen yontem kullanildi. Siit serumu elde etmek igin
Alais (1974) tarafindan belirlenen yontem kullanildi.
Laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP)
enzim aktivitelerinin tayini otoanalizatér cihaz1 (RxL
model DADE BEHRING) ile yapildi. Sodyum (Na") ve
klor (CI') seviyeleri Henry (1974)’nin ve N-asetil B-D-
Glukozaminidaz (NA-Gaz) Kitchen ve ark. (1978)’nin
bildirdigi sekilde spektrofotometrik (Shimadzu UV-1208,
UV-VIS) olarak olciildii. Istatistiki degerlendirmeler
Fisher ki-kare testi, student T testi ve medikal tan1 testle-
rinden duyarlilik ve 6zgiillilk oraninin belirlenmesi yon-
temi (30) kullanilarak yapildi.

Bulgular
Mikrobiyoloji bulgular:
Siit orneklerine yapilan mikrobiyolojik muayene
sonucu 13’iinde lireme gozlenirken diger 187’sinde iire-
me tespit edilemedi. Alinan bu sonuglara gére yapilan

calismadaki subklinik mastitis insidanst %6.5 olarak
belirlendi. izole edilen 6rneklerin %84.62’sini koagulaz
negatif stafilokoklar ve %15.38’ini ise difteroid basiller
olusturdu.

Kaliforniya mastitis test bulgulari

Siit 6rneklerine yapilan CMT sonuglart Tablo 1°de
ozetlenmistir. Istatiski degerlendirmeler sonucu CMT nin
duyarlilik oran1 %15, 6zgiilliik orani ise %3 olarak belir-
lendi.

Tablo 1. CMT bulgulari
Table 1. CMT scores

CMT - CMT+
Mikrobiyoloji + 11 2
Mikrobiyoloji - 180 7

Somatik hiicre sayis1 bulgulari

Siit 6rneklerinde belirlenen SHS Tablo 2’de 6zet-
lenmistir. Uygulanan Fisher Ki-kare testi sonucunda iki
grup arasinda SHS bakimindan fark énemli bulunmustur
(p<0.001). Bunun yaninda, SHS ve CMT’nin yapilan
istatistiki karsilagtirmalarinda ikisi arasinda herhangi bir
iliski kurulamamustir.

Tablo 2. SHS bulgulari
Table 2. SCC scores

Somatik Hiicre Say1st (SHS)

300.000 -

0-300.000 "o "o > 1:000.000
Mikrobiyoloji + 0° 11° 2
Mikrobiyoloji — 186" 1° 0°

*b.Farkl harfleri tastyan sonuglar arasindaki fark énemli bu-
lunmustur (p<0.001).

Biyokimyasal bulgular

Toplanan siit drneklerinin analizi sonucunda elde
edilen ALP, LDH, NA-Gaz, Na" ve CI" bulgular1 Tablo
3’te sunulmustur.

Yapilan biyokimyasal incelemeler sonucunda sag-
likl1 ve subklinik mastitisli siit 6rneklerinden elde edilen
biyokimyasal bulgularin istatistiki degerlendirilmesinde
her iki grup arasindaki fark 6nemli bulundu (p<0.001).

Tartisma ve Sonu¢

Bu calismada, koyunlarda subklinik mastitis
insidanst ve etiyolojisi arastirilirken temel yaklasim;
mikrobiyolojik olarak negatif ve pozitif olan siit drnekle-
rinin CMT, SHS, NA-Gaz, LDH, ALP enzim aktiviteleri
tayini ile Na" ve Cl iyonlarmin degerleri arasinda bir
kargilagtirma yapmak seklinde diisiiniilmiistiir.

Cesitli iilkelerde subklinik mastitisin insidansini be-
lirlemek icin pek cok arastirma yapilmis ve sonugta
subklinik mastitis insidans1 %4.5-67 arasinda bulunmus-
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Tablo 3. ALP, LDH, NA-Gaz, Na" ,Cl"“un mikrobiyoloji sonuglari ile karsilastirilmasi

Table 3. Comparison between ALP, LDH, NA-Gase, Na', Cl" and microbiological results

33

Min. Max. X SD

Na* (mg/dl) 36.85° 97.14° 56.26° 8.42

Mikrobiyoloji ~ CI (mg/dl) 36.86° 67.72° 47.13° 5.00
) ALP (U/L) 78.00° 166.00° 110.12° 19.60
(n=187) LDH (U/L) 37.00¢ 99.00¢ 65.60° 15.75
NA-Gaz (U/L) 16.41° 36.41° 23.51° 3.85
Na* (mg/dl) 63.85° 108.13° 78.65° 14.73
Mikrobiyoloji ~ CI” (mg/dl) 41.76° 109.15° 72.67° 17.95
) ALP (U/L) 165.00° 237.00° 194.69° 20.57
(n=13) LDH (U/L) 334.00¢ 578.009 452234 74.07
NA-Gaz (U/L) 57.73° 113.16° 79.38° 16.30

% Ayni siitunda aym harfleri tagtyan degerler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.001).
Min: minumum deger; max: maksimum deger; X: ortalama; SD: standart sapma.

tur (5,6,7,21,22). Sunulan ¢alismada subklinik mastitis
insidans1 % 6.5 olarak bulunmustur.

Koyunlarda subklinik mastitisin etiyolojisinde ilk
siray1 Ozellikle koagulaz negatif stafilokoklar olmak
iizere stafilokoklar alirken, streptokoklar, mikrokoklar ve
diger etkenler daha sinirli bir role sahiptirler (14,26).
Ozellikle koagulaz negatif stafilokoklar %30-95 oraniyla
subklinik mastitis olusturan etkenler arasinda birinci
siray1 almaktadir (7). Calismamizda, koagulaz negatif
stafilokoklarin  %84.62 oraninda birincil subklinik
mastitis etkeni olarak izole edilmis olmasi yukarida ad1
gecen caligmalarla benzerlik gosterdi. Ancak, koagulaz
negatif stafilokoklarin (CNS) izole edilen bakterilerin
%84.62’sini olusturmasi 6zellikle {ilkemizde koyun ye-
tistiriciliginin uygun kosullarda yapilmamasina ve sa-
gimda gerekli hijyen kurallarina yeterince dikkat edil-
memesine baglandi.

Ineklerden farkli olarak koyunlarda somatik hiicre
sayisinin degisken olmasi CMT ile subklinik mastitis-
lerin tanmisim giiclestirmektedir. Ornegin, Dela Cruz ve
ark. (1994) ve Batavani ve ark. (2003) yaptiklari ¢alisma-
larda CMT’nin giivenilir olmadigini belirtmislerdir. Ay-
rica Maisi ve ark. (1987), yaptiklari ¢alismada CMT’nin
koyunlarda subklinik mastitisi saptamadaki ortalama
degerinin +2 veya +3 oldugunu belirtmektedir. Buna
karsilik ise, Maisi ve ark. (1987) ve Houeston ve ark.
(1986) SHS’na gore CMT’yi bakteriyolojik olarak pozitif
siit orneklerinde etkili olarak belirlemislerdir. Ancak
CMT’nin bu sonuglar1 koagulaz negatif stafilokok enfek-
siyonlarinda olduk¢a degisken sonuglar vermistir ve
CMT’nin skoru arttik¢a duyarlilik ve &zgiilliik oranlari-
nin da yikseldigi belirtilmistir. Sunulan ¢alismada
CMT’nin duyarlilik oram1 %15, dzgiillik orani ise %3
olarak belirlendi. Bu da Dela Cruz ve ark. (1994) ile
Maisi ve ark. (1987)’nin yaptiklar ¢alismalarla paralellik
gosterdi.

Koyunlarda ml’deki normal SHS’ni arastiricilar
100.000 ile 1.574x10° degerleri arasinda belirtmislerdir
(8,13,15,25,27,31). Subklinik mastitis olgularinda ise
ml’deki SHS nin 600.000 ile 3.99x10° arasinda oldugu
bildirilmistir (9,13,15,25). Ancak, Fthenakis ve ark.
(1991), bakteriyolojik olarak pozitif oldugu halde SHS
diisiik siit orneklerine de rastlanabilecegini ve bunun
nedeninin de siit drneklerinin immun cevap olugmadan
once, enfeksiyonun erken doneminde alinmasina bagh
olabilecegini bildirmiglerdir. Sunulan ¢aligmada, saglikli
stit drneklerinde SHS ml’de ortalama 300.000’den az ve
subklinik mastitisli siit 6rneklerinde ise (n=11) ortalama
300.000-1.000.000 olarak tespit edilmistir. Elde edilen
bu bulgular da yukarida adi gegen arastirmalarla benzer-
lik gdstermistir. Yapilan ¢calismada CMT ile mikrobiyo-
loji sonuglar1 arasinda negatif ve SHS ile mikrobiyoloji
sonuclart arasinda pozitif korelasyon saptandi ve CMT
ile SHS sonuglar1 arasinda paralellik goriilmedi. Bu so-
nuglara gore inek siitiine gore standardize edilen ve daha
sonradan koyun siitiine uyarlanan CMT’nin koyunlarda
subklinik mastitisi saptamada tek basia yeterli olmadig1
ve yanlis pozitif ya da negatif sonuglar verebileceginden
dolayr SHS’nin belirlenmesinde dolayli ydntemlerin
disinda mikroskopik, fossomatik ya da coulter counter
gibi direkt yontemlerin uygulanmasi gerektigi kanisina
varildi.

Sunulan ¢alismada, CMT %15 duyarlilik ve %3 6z-
giilliik orani ile son derece giivenilmez, bunun tersine
SHS pozitif ve negatif 6rnekler arasinda 6nemli istatistiki
farkla (p<0.001) CMT’ye gore ¢ok daha giivenilir sonug-
lar verdi.

Her siit salgilayan hayvan kendi kanmin ozmotik
basinci ve donma noktasina denk olan bir siit salgilar. Bu
ozellik, siitteki laktoz ve tuzlarin denge halinde bulunma-
sindan ileri gelir. Herhangi bir sekilde bunlardan birinin
yiikselmesi aninda, dengenin saglanmasi i¢in digerinin
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miktarinda azalma goriintir. Mastitisle iliskili olarak
iizerinde ¢alisilan baslica iyonlar sodyum, potasyum ve
klordur. Bakteriyel enfeksiyonlara cevap olarak siitteki
Na' ve CI' miktar1 artarken K" diiser. Potasyum diiserken
buna bagli olarak pH’da yiikselir. Bu durum izo-ozmotik
aktiviteyi diizenler (1,32). Normal koyun siitiindeki sod-
yum miktarmi Nizamlioglu ve ark. (1992) 49 mg/dl,
Ergun ve Mert (1984), 54.6 mg/dl olarak bildirmistir.
Sunulan ¢alismada, sodyum degeri ortalamasi normal siit
orneklerinde 56.26+8.42 mg/dl subklinik mastitislilerde
ise 78.65+14.73 mg/dl olarak belirlendi.

Yapilan arastirmalarda normal siitteki klor miktari
14 mg/dl (32) ve 95.1 mg/dl (12) olarak; subklinik
mastitisli siit drneklerindeki klor miktar ise 121.2 mg/dl
(12) olarak belirtilmistir. Sunulan ¢aliymada, klor degeri
ortalamasi normal siit 6rneklerinde 47.134+5.00 mg/dl,
subklinik mastitislilerde ise 72.67+17.95 mg/dl olarak
tespit edildi. Bulunan bu sonuglar yukaridaki aragtirma
bulgulariyla benzerlik gosterdi.

Yapilan bir ¢alismada (10), siit ALP aktivitesinin
meme bezinin DNA igerigine bagh oldugu goriilmiistiir.
Lokositozis ve doku rejenerasyonu, belki de mastitis
boyunca ALP diizeyinin yiiksek kalmasini saglayan olgu-
lardir. Mastitisli siitlerdeki ALP aktivitesi serumdakinin
15, normal siittekinin ise 6 kati olarak bulunmustur (28).
Ergun ve Mert (1984), ALP degerini normal siit 6rnekle-
rinde 119 mU/ml, mastitisli siit 6rneklerinde ise 685
mU/ml olarak bildirmistir. Yapilan arastirmalarda (4,30),
normal siitteki ALP aktivitesi 102.09-211.25 UJ/L,
subklinik mastitislilerde ise 172.66-203.08 U/L olarak
tespit edilmistir. Sunulan ¢aligmada ise yukarida verilen
sonuglara benzer bir sekilde normal siit orneklerinde
110.123+19.60 U/L, subklinik mastitisli siit 6rneklerinde
ise 194.692+20.57 U/L olarak tespit edildi.

Mastitisli siitlerde ise LDH diizeyinin serumdakinin
3, normal siitiin ise 16 katina ulastigint belirlenmistir
(10). Yapilan caligmada (28), LDH’m koyunlarda
subklinik mastitislerde duyarli ve spesifik bir gosterge
oldugu sonucuna varilmig, normal siite gore mastitisli
memelerden alinan siitlerde belirgin bir bi¢imde yiiksek
LDH aktivitesi ve SHS saptanmustir. Caligmalarda arasti-
ricilar (4,12,27) sirasiyla LDH aktivitesini normal siitler-
de 57.08 U/ml; 67.69 U/L ve 627.71 U/L, subklinik
mastitisli siitlerde ise sirastyla 875 U/ml; 729.29 U/L ve
981.21 U/L olarak belirtmislerdir. Sunulan c¢aligmada
LDH aktivitesi saglikli ve subklinik mastitisli siit 6rnek-
lerinde sirastyla 65.61+£15.75 U/L ve 452.29+£20.57 U/L
olarak belirlendi ve elde edilen degerler yukarida adi
gegen arastirma sonuglartyla paralellik gosterdi.

Fagositler, graniilosit ve makrofajlardan ibaret olup
NA-Gaz gibi lizozomal enzimlerden zengindirler. Meme
dokusundaki mikrobiyal invazyon ya da dejenerasyonlar
neticesinde baslayan yangi ile birlikte NA-Gaz gibi

lizozomal enzimlerin miktarlar1 da artar. Maisi ve ark.
(1987) yaptiklar1 ¢alisma sonucu Na-Gaz ve SHS’nin
bakteriyolojik olarak pozitif olan siit 6rneklerini negatif
olanlardan ayirmak igin en iyi belirleyici oldugunu bil-
dirmislerdir. Koyunlardaki normal siitte NA-Gaz degeri
arastiricilar (22,23,29) tarafindan sirasiyla 22.93 U/L;
22.9 U/L ve 22.3 U/L; subklinik mastitisli siit 6rnekle-
rinde ise bu deger sirasiyla 49.96 U/L; 73.1 U/L ve 95.5
U/L olarak tespit edilmistir. Sunulan ¢aligmada normal
koyun siitlerinin NA-Gaz degeri ortalama 23.51+3.85
U/L olarak tespit edildi. Subklinik mastitisli siit 6rnekle-
rindeki NA-Gaz degeri ise 79.38+16.30 U/L olarak belir-
lenirken bu sonuglar yukarida adi gecen aragtirmacilarin
elde ettikleri sonuglar ile benzerlik gosterdi.

Yapilan ¢alismada saglikli ve subklinik mastitisli
siit orneklerinde mikrobiyoloji, CMT, SHS, Na‘, CI,
ALP, LDH ve NA-Gaz sonuglar1 degerlendirildi. Yapilan
mikrobiyoloji incelemeleri sonucunda koagulaz negatif
stafilokoklar birincil subklinik mastitis etkeni olarak
belirlendi. Saglikli ve subklinik mastitisli ~ 6rneklerin
SHS degerleri oldukc¢a giivenilir sonuglar verdi. Kalifor-
niya Mastitis Testinin duyarlilik ve 6zgiilliik oran1 sonug-
larina bakilarak istatistiki olarak giivenilmez oldugu
sonucuna varildi. Saglikli ve subklinik mastitisli siit
orneklerinde, incelenen tiim biyokimyasal parametreler
arasindaki fark istatistiki olarak Onemli bulundu
(p<0.001).

Sonug olarak; sunulan ¢aligmada elde edilen bilgile-
rin 15181 altinda, ineklerde kullanilan CMT nin koyun-
larda subklinik mastitislerin tanisinda giivenilir olmadig1
ve bunun yaninda mikrobiyolojik incelemelerin, somatik
hiicre sayisinin ve biyokimyasal parametrelerin belirlen-
mesinin dnemli rol oynadig1 kanisina varildi.
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