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Subklinik mastitisli siit ineklerinde meme i¢i levamizol
uygulanmasinda siit ve kanda adenozin deaminaz, vitamin A, beta
karotin diizeyleri *
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Ozet: Bu gahismada. subklinik mastitisli incklere meme igi, immunomodiilatdr ctkili levamizol uygulandi ve kan ile sitte
adenozin deaminaz (ADA) aktiviteleri ile vitamin A ve B-karotin diizeylerine ctkisi aragunldi. Cahsma materyalini, 4-5 yagli. 40
Holstein irki inek olusturdu. Deneme ve kontrol grubunun belirlenmesi, siitte Kaliforniya mastitis test (California mastitis test-CMT).
somatik hiicre sayim (somatic cell count-SCC) ve biyokimyasal parametre sonuglarina gére yapild. CMT (-) ve SCC < 300.000/ml
olan 20 inck kontrol grubu, CMT (+) ve SCC > 300.000/ml olan 20 inek dencme grubu olarak belirlendi. Ineklerden meme igi %4 20
m} levamizol uygulamasindan dnce. kan ve iki ayri meme lobundan siit 6rnekleri alindi. Kan ve siit drneklerinin serumlarr ¢ikarild
ve serumlarda ADA. vitamin A ve B-karotin diizeyleri &igiildii. Levamizol uygulamasindan once. subklinik mastitish ‘incklerin
kaninda ADA aktivitesi ve vitamin A ile B-karotin diizeyleri sirasi ile 9,41 U/L, 0,16 mg/L ve 0.22 mg/L olarak olgiildi. Levamizol
uygulamasindan sonra ise sirasiile 10.33 U/L. 9,17 mg /L, 0.15 mg/L olarak bulundu. Siit serumunda ise ADA aktivitesi ve vitamin
A ile P -karotin diizeyleri, uygulama 6ncesinde sirast ile 7.53 U/L, 0.27 mg/L ve 1.87 mg/L. uygulama sonrasinda’ isc sirast ilc 8.29
U/L. 0.28 mg/L ve 1.85 mg/L olarak belirlendi. Subklinik mastitisli ineklerde, levamizol uygulanmasindan sonra kan ve siitte ADA
aktivitelerinde. vitamin A ve B-karotin diizeylerinde istatistik olarak bir degisiklik olmadigi gézlendi (p20).05).

Anahtar kelimeler: Adenozin deaminaz, B-karotin, levamizol, subklinik mastitis, vitamin A

Adenosine deaminase, vitamin A, beta carotene levels in blood and milk of cows with subclinical
mastitis administered intramammary levamisole

Summary: In this study. how intramammary administration of levamisole. which has an immunomodulatory effect. in cows
with subclinical mastitis affected the activitics of adenosine deaminase (ADA), vitamin A and B-carotene levels was examined. The
materials of the study were 40 Holstein breed cows of 4-5 years of age. The determination of the control and trial groups was realised
according to the results of California mastitis test (CMT), somatic cell count (SCC) and biochemical parameters in the mitk. Twenty
of the cows with CMT (-) and SCC < 300.000/m! formed the control group while the other 20 with CMT (+) and SCC > 300.0{)/ml
was used as the trial group. Before intramammary administration of 4%, 20 ml levamisole, blood and milk samples were collected.
The serums were scparated from milk and blood samples and the enzyme activities of ADA. vitamin A and B-carotenc were
measured. Befere the levamisole administration, ADA, vitamin A and B-carotene levels were found as 9.41 U/L., (.16 mg/dl and (.22
mg/L. in the study group. After the administration, the values werc measured as 10,33 U/L, 0.17 mg/L and .15 mg/L. respectively.
In the milk serum. ADA, vitamin A. B-carotenc levels were found as 7.53 U/L, 0,27 mg/L and 1.87 mg/L and 8.29 U/L. .28 mg/L.
1.85 mg/L. respectively before and after the administration. It was found that there was no significant change of levamisole
administration statistically in ADA activities and vitamin A, B-carotenc levels in both milk and blood (p2 0.03).
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Giris

Mastitis olusum nedenine gore enfeksiydz, trav-
matik veya toksik, seyrine gore klinik veya subklinik, sii-
resine gore de akut veya kronik olarak simiflandinlmakta-
dir (12). Subklinik mastitis olgularinda genel olarak
meme dokusu ve siitteki degisimler klinik olarak goz-
lenemez, ancak laboratuvar ¢aliymalan ile siitteki somatik
hiicre sayisinin artigt ve siit bilegenlerinin diizeylerindeki
degisimler belislenerck subklinik mastitisin teshisine gi-

dildigi ve patojenik etkenlerin izolasyonunun yapildig:

bildirilmektedir (13). Subklinik mastitislerin erken teshisi
ve tedavisi hastaligin ilerlemesini ve kontaminasyonunu
onler (10). Genel anlamda mastitis siit miktaninda azal-
maya neden olmasi ve iiretilen siit ve siit tirlinlerinde ka-
lite diistikliigii nedeni ile 6nemli ekonomik kayiplara yol
agar (7,24).

Mastitiste cnfeksiyon etkeninin meme kanalimi en-
fekte etmesi ile siite gegen Iokosit ve epitel hiicrelerinden
enzimlerin serbest hale gegmesinin, siitteki enzim se-

viyesini yiikselttigi bildirilmektedir (9).

“ Bu cahsma Kinkkale Universitesi Arastrma Fonu (99-09-01-03) tarafindan desteklenmistir.
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Levamizol insan hekimligi ve veteriner hekimlikte
oncelikle antelmentik olarak kullanilan, basit bir kim-
vasal madde olup, immunolojik olarak aktif yeni smf
ilaglann ilk iiyesidir (23). Levamizol, 1.2,3.5,6-tetrahyd-
ro-6-phenylimidazo(2,1-b)-thiazol monohydrochloride.
insanlarda ve hayvanlarda hem in virro hem de in vivo
immun cevaplarn giiclendirdigi gosterilmig bir ilagtir 7).
Na¢ pek ¢ok tiirde immunomodiilatér etkiye sahip olup
sigir, koyun. kegi, domuz ve kanathlarda yaygin olarak,
al. kopek ve kedide ise nadir olarak kullanilmaktacir
(5.19).

Levamizoliin immun sistem hiicreleri iizerindeki et-
kileri. izole hiicreler, dency hayvanlan ve gonilli saglikh
insanlar iizerinde ¢ahgilnusur. llag, zayiflanug immun
fonksiyonlan iyilestirmektedir (6,16). Levamizol pe-
viferal T-lenfositlerin ve fagositlerin fonksiyonlanni giig-
lendircrek ve prekiirsor T-hiicrelerinin - olgunlagmasin
saglayarak, hiicre aracili bagigiklik reaksiyonlarim regiile
ctmektedir (23).. Bergmann (4) incklerde meme igi le-
vamizol uygulamasimn memedeki bagisikh@ uyardiging
ileri siinmiistiir. Adenozin deaminaz (EC 3.5.4.4) piirin
katabolik yolunun bir cnzimi olup. adenozin ve de-
oksiadenozini sirast ile inozin ve deoksiinozine ¢e-
virmekledir. Enzim memeli dokularinda yaygin olarak
bulunur (11). Lenfositler scrum ADA aktivitesinin ana
kaynagidirlar ve artnig ADA  aklivitesi lenfosit ak-
uvasyonunu yansitr (14).

Cahigmanin  amaci, subklinik mastitisli  ineklere,
meme i¢i levamizol uygulamasinin, st ve kanda ADA
akliviteleri ile vitamin A ve -karotin diizeylerine olan

ctkisinin belirlenmesidir.

Materyal ve Metot

Kirikkale ilindeki ti¢ 6zcl siit sidircih@ isletmesinde
bulunan 40 adet 4-5 yash Holstein wkr inek, ¢ahgmanin
materyatini olusturmugtur. Kontrol ve deneme grubunun
helirlenmesi Kaliforniya mastitis test (CMT) (18) ve so-
matik hiicre sayisi (somatic cell count SCC) (1) so-
nuglarina gore yapilmistir. CMT () ve SCC < 300,000/
ml siit olan 20 inck kontrol grubunu, CMT (+) ve SCC >
300,000/ml siit olan 20 inck isc deneme grubunu olus-
turmustur.

Ineklerden levamizol uygulamasi oncesi kan ve iki
mene Jobundan ayn ayn stit érnckleri alinnustir. Kanlar
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmig ve Ustte kalan
berrak serum kullanilnustir. Kan ve siit serumlarinda ade-
nozin deaminaz aktiviteleri ile vitamin A ve B-karotin dii-
zeylert Slgiilmiistir. Daha sonra kontrol ve deneme gru-
hundaki ineklerin iki meme lobundan birine %4’lik 20
ml levamizol uygulannug diger loba herhangi bir uy-

gulama yapilmanustr. Uygulama giinde bir kez sagim
sonrasinda yapilmig olup 6 giin siirdiirilmustir. Alunci
giiniin sonunda aymi incklerden tekrar kan ve siit orekleri

alinmig ve uygulama dncesi yapilan testier vapmasgur.

Serumda adenozin deaminaz aktivitesinin 6l¢timii
Serum ADA aktivitesinin dlgiimiinde Ellis ve Gold-
berg (8) tarafindan geligtirilen ydniem kullamidr. Renkli
indofenol olusumuna dayanan bu yontemde adenozinden
ADA tarafindan agiga ¢ikanlan amonyum iyenu kul-
lanilarak, Bertholet reaksiyonu sonucu indofenol komp-
leksi olusturulur. Renkli kompleks 623 nm’'de kolorimel-
rik olarak olgtliir.
Serumda vitamin A ve B-Karotin diizeylerinin dl¢iimii
Suzuki ve Katoh (21) tarafindan bildirilen spekt-
rofotometrik yontemle yapildi. Testin prensibi vitamin
A ve P-karotinin sirasiyla 325 ve 453 nm’de maksimum

151k absorpsiyonuna dayanmakladir.

Istatistik degerlendirmeler
Analiz sonuglarnin degerlendirilmesi t-testi. ve Wil-

coxon yontemi ile gergeklestirilmistir (22).

Bulgular

Ineklerden levamizol uygulamasi dncesinde ve son-
rasinda alinan kan ve siit drneklerinde ADA aktiviteleri,
vitamin A ve B—kardlinin diizeyleri Tablo 1, 2 ve 37t ve-
rilmigtir. Caligmada, uygulamadan 6nce saghkh incklerde
kandaki ADA aktiviteleri ve vitamin A. B-karotumn dii-
zeyleri sirast ile 2,85 U/LL. 0,25 mg/L ve (.29 mg/L olarak
hesaplandi. Subklinik mastitisli incklerde ise bu de-
gerlerin sirast ile 9,41 U/L. 0.16 mg/L. ve 0.22 me/l. ol-
dugu belirlendi. Saghkh ve subklinik mastitisli inckler
arasindaki fark istatistik olarak ADA ve vilamin A
p<0.001 6nemli, B-karotin i¢in isc onemsiz bulundu. Uy-
gulamadan sonra kontrol grubu ineklerin kaminda ADA
aktiviteleri ve vitamin A, B-karotinin diizeyleri sirast ile
4.12 U/L, 0,26 mg/L ve 0,33 mg/L. deneme grubu inek-
lerde ise sirasi ile 10,33 U/L. 0.17 mg/L ve 0,15 mg/L
olarak belirlendi. lki grubun ADA aktiviteleri arasindaki
farkin p<0.001, vitamin A ve B-karotinin diizeyleri ara-
sindaki farkin snemsiz oldugu tespit edildi. Uygulama 6n-
cesinde, kontrol grubunda, siitte ADA aktiviteleri ile vi-
tamin A, B-karotinin diizeyleri sirasi ile 2.43 U/L. 0.21
mg/L ve 1,36 mg/L. deneme grubunda sirasi ile 7,53 U/L.
0.27 mg/L. ve 1,87 mg/L olarak hesaplandi. Gruplar ara-
sindaki farkin, istatistik olarak ADA. vitamin A ve B-
karotinin i¢in p<0.001 diizeyinde onemli oldugu anlasild.
Uygulama sonrasinda. saglikli incklerin siit scrumu ADA
aktiviteleri, vitamin A. B-karotinin dizeyleri sirast ile
2,75 U/L. 0,24 mg/l. ve 1.55 mg/L, subklinik mastusli
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Tablo 1. Kontrol ve deneme grubu ineklerde ADA aktiviteleri (U/L).
Table I. ADA activities in control and trial group of cows (U/L).

Kontrol Kontrol Deneme Deneme Oncmlitik
(L.evam. dnce.) (Levam. sonra) (L.evam. oncce) (Levam. sonra)

Min. 0.39 0.10 493 293 a-b:pg0.01
Kan Muks. 5.71 6.73 16,25 32,11 c—d:p=20.05
degerlen X = Sx 2.85+1.54 4,12£2.09 9.41£3.37 10.33£5.98 a—¢:pg0.001
n 20 (a) 20 (b) 20} (¢) 20 (d) b—d:pg0.001
Levamizol Min. 0,20 0.40 3.37 4.06 c-{:p=20.035
uygulanan Maks. 5.54 495 14.65 18.32 g—h:p20.05
mcme lotu X = Sx 2.43%1.71 2,75+1.44 7.53+2.84 8.29+£3.76 c-g:p<0.001
A n 20 (e) 20 (N 20 (g) 20 (h) (=h-p<L00]
Levamizol Min. (.40 0.20 4,55 5.64 k=1:p=0.03
uygtlanmayan Muks. 4.26 4,26 14.55 17.62 m-n:p20,05
mcme lobu X % Sx 2.21+1,28 2.24+1.44 9.07+3.15 8.71+£3.94 Kk—m:p<0.00]
B n 20 (k) 20(1) 20 (m) 20 (n) I-n:p<.00

Onemlilik e—:p20.05 f-1:p20,05 g-m:p<0.05 h—n:p=20.05

Tablo 2. Kontrol ve deneme grubunun vitamin A diizeyleri (mg/L).

Table 2. Vitamin A levels of control and trial grotp (mg/L).

Kontrol

(Levam. 6nce.)

Kontrol

(Levam, sonra)

Dencime
(Levam. dnce)

Dcneme
(Levam. sonra)

Onemlilik

Kan

degerlen

[.evamizol
uygulanan
mcme lobu
A
[.evamizol
uygulanmayar
meme lobu
B
Oncemlilik

Min.
Maks.
X % Sx

n

Min.
Maks.
X * Sx

n

Min.
Maks.
X % Sx

n

0,20
0.32
0,250,04
20) (a)
0,17
0.28
0.21£0,03

20 ()
0.16
0.30
0.25+0,04
20 (k)
c-k:p<0,05

0.20
0,33
(0.26+0),04
20 (b)
0,19
0.32
0,24+0.04

200 ()
0.11
0,31~
0.2520.06
20 (DO
f-1:p20,05

0.10
0.24
0.16x0.04

200 (¢)
0.16
0.31
0.27+£0.04
20 (g
0.16
0,31
0,27+0,04
20 (m)
g-m:p20.05

0.1
0.26
0,17+0.04

20 (d)
0.24
0.32
0.28+0.02
20 (h)
0.18
0.30
0.26+0.04
20 (n)
h-n:p<0.05

a—b:p=0.05
c—d:p20.05
a—-c:p<0.001
b-d:ps0.00
c-f:p<0.05
e -h:p20L.035
c—g:p<0.001
{=h:p<0L001
k=1:p=0.05
m-n:p20.035
k—m:p2().05
I-n:p<0.05

Tablo 3. Kontrol ve deneme grubunun B-karotin diizeyleri (mg/L).

Table 3. B-carotene levels of control and trial group (mg/L).

Kontrol

(Levam. énce.)

Kontrol

(Levam. sonra)

Deneme
(Levam. 6nce)

Deneime
(L.evam. sonra)

Onemlilik

Kan
degerlen

Levamizol
uygulanan
meme lobu
A
[.evamizol
uvgulanmayan
meme lobu
B
Onemtilik

Min.
Muaks.
X + Sx
n
Min.
Maks.
X % Sx
n
Min.
Maks.
X % Sx
n

0.12
(.89
0.29+0,04
20 (&)
1,09
1.82
1,.36+0.04

200 (c)
1,12
2,13
1.740.06
200 (k)
c—k:p<0.001

(3,08
0,97
0.33+0,04

20 (b)
1.12
2.21
1.55+0.07
200 (f)
0.70
2,09
1,67+0.09
200 (D)
f-1:p=0.05

0,08
0.78
0,22+0.04

20 (o)
1.01
2.36
1.87+0.07
20 (g)
1.09
2,10
1.77+0.05
200 (m)
g-m:p20.05

(.04
.62
0.15+0.03

20 (d)
151
2.13
1.85+0.04
20} (h)
1.09
2.10
1.67+0.07
20 (n)
h-n:p<0.05

a=b:p=0.05
c-dipz 0.03
a=c:p=0.03
h—d:p<lL03
c—1:ps0.0
g-h:p 20,05
c-o:p<0.00]
{=h:p<0.001.
k=1:p20.05
m-n:p20.03
k—m:p2(0.05
I- n:p20.05
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incklerin bu degerleri sirast ile 8,29 U/L, 0,28 mg/L ve
1,85 mg/L olarak tespit edildi. Levamizol uygulamasi
sonrasinda, saglikli ve subklinik mastitisli ineklerde ya-
pilan bu test sonuglarin ADA, vitamin A ve B-karotinin
diizeyleri i¢in p<0.001 onemlilik derecesinde farkh ol-

dugu belirlendi.

Tartisma ve Sonug

Meme basinin ve memenin dogal savunma mc-
kanizmalarini ctkileyen ve biitiinliigiinii bozan travmatik
etkiler ve patolojik durumlar ile hayvanin bagigiklik sis-
temini zayiflatan, gerilim yaratan ¢evresel etkiler ile mas-
titislere karg: egilim dnemli Slgiide artar. Memenin dogal
direncinin kirildigi durumlarda, bir kismi meme {lorasim
olusturan, ¢ogunlugu ise gevreden gelen mikroorganiz-
malar memeyi kolayca enfekte ederck mastitise yol agar-
lar (1.3). Bu ¢aligmada, meme igi levamizol uygulamasi
oncesinde, saglikli ve subklinik mastitisli ineklerin kan
ve siit serumlant ADA diizeyleri arasinda p<0.001 dii-
zeyinde farkhilik oldugu belirlendi. Lenfositler, scrum
ADA aktivitesinin ana kaynagidir ve artmig ADA ak-
tivitesi lenfosit aktivasyonunu yansitir (14). Yapilan bir
¢ahsmada ADA'min immun sistemle iligkili ve hiicresel
immunitenin  bir gostergesi oldugu  bildirilmigtir (2).
Scrum ADA aktivitesinin dedisimi, otoimmun ve yan-
ai1sal hastaliklanin erken tamsinda ve  tedavinin iz-
lenmesinde oénemlidir (21). Daha nce subklinik mas-
titiste ADA aktivitesi kriter olarak alinmadig igin benzer
bir ¢alisma ile kargilagunlmas: yapilamadi. Deneme
grubu ineklerde kan ADA aktiviteleri, uygulama On-
cesinde ve sonrasinda sirasi ile 9,41 U/L ve 10,33 UL
‘olarak 6l¢iildii (p=0.05). Aym ineklerde siit serumu ADA
aktiviteleri, uygulama éncesinde 7,53 U/L, sonrasinda ise
8,29 U/L bulundu (p=0.05). Retinoidler hiicresel fark-
liJasmay1, apoptozisi ve proliferasyonu kontrol eder. Nor-
mal meme doku epitel hiicrelerinin de bilyiimesinden so-
rumludur. Bu hiicreler retinoik asit sentczleme kapasi-
tesindedirler (15). Levamizolin meme epitellerinin re-
tinoik asit sentezinde ctkili olmadigy goriilmektedir.

Sonug olarak, subklinik mastitisli ineklerle sag-
likl1 olantarn kan ve siit ADA aktivitcleri arasinda 6nem-
li farkhiliklar bulunmasina ragmen, meme igi levamizol
uygulamalarimn enzim diizeyinde herhangi bir degigime
yol agmach@r belirlendi. Bu sonuca gore, levamisol uy-
eulamasina bagh olarak lenfosit aktivasyonunda lokal de-
gisimin 6 giinliik ¢aligma stiresi iginde saglanamadig
soylencbilir. Benzer sckilde uygulama sonunda siit ve

kan vitamin A ve B-karotin degerlerinde de istatistik ola-

rak 6nemli bir fark gdzlenmemistir.
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