S. U. Vet. Fak. Derg. (1992), 8,2, 60-63

INEKLERDE SUBKLINIK MASTITISIN ERKEN TESHISI
AMACIYLA SUTTE N-ASETIL B -D GLUKOZAMINIDAZ (NAG ase)

ENZIM AKTIVITESININ TAYINI *
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Determination of N-acetyl B-D glucosaminidase enzyme activity in bovine milk -
: for the early diagnosis of subclinical mastitis

Summary : In this present study, N-acetyl-B-D-
glucosaminidase (NAG ase) activity and microbiological
investigations were carried out in milk samples for the early
diagnosis of subclinical mastitis in dairy cows.

Forty Holstein cow, in 4-5 years old were used as
materials. ,

NAG ase activity, PMN and microbiologic values, in
milk samples in which CMT test performed, were com-
pared.

NAG ase activity was found 33.08+4.62 U/L and
90.70+11.98 in healty and mastitic milk sampes respectively
and differences were found statistically significant
(P<0.05).

The PMN values were determined average 282655+57035
in healty milk and 1236396+216308 in mastitic milk samp-
les. ‘

Staphylococcus, Klebsiella pneumonia, Corynebacterium
ssp agents were identified in milk samples.

As aresult, it was useful to determine NAG ase activity,
PMN and CMT test in milk samples for the early diagnosis
of subclinical mastitis.

Ozet : Bu galismada, subklinik mastitisierin erken tanisi
amaciyla sit érneklerinde N-asetil B-D-glukozaminidaze
(NAG ase) emzim aktivitesi tayini ile mikrobiyolojik yénden
arastirmalar yapild.

Materyal olarak, 4-5 yaslarinda toplam 40 bag Holstein
1kt inek kullanilds, ‘ :

CMT uygulanarak toplanan siit érneklerinde, NAG ase
enzim aktivitesi ile, PMN I6kosit hiicre sayisi ve mikrobiyolojik
bulgular arasinda mukayese yapildi.

NAG ase aktivitesi sadlam siitlerde 33.08+4.62 U/L,
mastitisli sitlerde ise 90.70+11.98 olarak éigtildi ve farkhliklar
istatistiki yénden énemli (P<0.05) bulundu.

Hicre sayilari sadlikh stitlerde, ortalama 282655457035,
mastitisli sitlerde ise, ortalama 1236396+216308 olarak

tesbit edildi.

Stit 6rneklerinde Staphylococcus, Klebsiella pneumonia,
Corynebacterium ssp. etkenleri identifiye edildi.

Sonug olarak, subklinik mastitislerin erken teghisiamaciyla

sitte, PMN I6kosit sayilari ve CMT degerlerinin tesbit edilmesi
yaninda, NAG ase aktivitesinin de tayin edilmesiyle teghise
6nemli derecede yardimci olunacagi kanisina varildi.
Girig

Mastitis (meme yangisi), sitgu ineklerde gérilen
en énemli hastaliklardan birisidir. Stt sigirciigi ye-
tistirmelerinde sik raslanan mastitis, Glkemiz hay-
vanciiginda buylk ekonomik kayiplara sebep ol-
maktadir. Memede meydana gelen yangi ile karakterize
olan mastitisin degisik formlari vardir. Bunlar memeyi
irrite eden etkenlere ve memenin gfsterdigi re-
aksiyonlara gére siniflandirilabilir. Subklinik mastitislerin
erken teghis edilerek tedavi edilmesiyle, hastaligin
ilerlemesi ve diger hayvanlara bulagmasi énlenmig
olur. '

Subklinik mastitislerde, sistemik veya lokal olarak
herhangi bir belirtiye rastlanmaz, ancak, stte I6kosit
sayisinin artigi, patojen etkenlerin izolasyonu, sttte
ve kanda biyokimyasal de@erlerde meydana gelen
degdismelerle tesbit edilir (17,19). Parantainen ve ark.
(23) meme bdlmelerinin bir ya da birden fazlasinda
patojen bakterinin gériilmesi ve somatik hiicre sayisinir
500x10° hiicre/ml den fazla olmast halinde mastitister
s6z edilebilecegini belitmektedirler. Siit inekgiliginde,
buyik ekonomik kayiplara sebep olan subklinik
mastitislerin klinik mastitislere g6re 40-50 defa daha
fazla goruldiga ve degisik etiyolojik faktérlerin etkil
oldugu bildirilmektedir (2,20).

Subklinik mastitiste sttin komponentlerinde 6neml
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degisiklikler olmaktadir. Somatik hucreler, sitte serum
albumini, laktoz, Na, K, Cl ve bazi enzimlerin tayini
ile mastitislerin tanist mimkun olmaktadir
(2,12,19,21).

Subklinik mastitislerin tanisi amaciyla sitte hiicre
sayisinin tesbit edilmesinin gdvenilir yollardan biri
oldugu bildirilmektedir (17,14,24). Sttte bulunan somatik
hicrelerin sayimi igin direkt filtre ydntemi, Coulter
counter, Fossomatic ve CMT gibi testleri ihtiva eden
degisik metotlar uygulanmaktadir. Ancak bu testlerden
farkh sonuglar da alinabilmektedir (29,30).

Bazi arastinicilar (26,28), subklinik mastitislerin
erken teghisinde en glvenilir yollardan birinin sttteki
polimorf gekirdekli I6kositlerin (PMN) direkt ve indirekt
yollarla belirlenerek sonuca gidilmesi olacagini bil-
dirmiglerdir.

Mastitisli sttlerde, polimorf nikleer gekirdekli ldkosit
(PMN) sayisinin artigini tesbit eden testlerden Kalifornia
Mastitis Testi (CMT), her turli saha sartlarinda uy-
gulanabilme agisindan oldukga sik kullanilan bir testtir.
CMT dolayli olarak lékosit artigini gdsteren ve 16-
kositlerin miktarina gbre hafif bir presipitasyondan
yogun bir jel sekillenmesine kadar degisik reaksiyonlar
verir. Testin muhteviyatini olugturan BCP (Brom Creosol
Purple), BTP (Brom Tymol Blue) eriyikleri ile sGtiin
pH sindakidegismeler izlenebilir. Bu testlerin disinda
I6kosit sayilarindaki artiglan tesbit eden ve % 5 lik
sodyum hidroksit ile yapilan White Side . Testi, CMT
nin gok sayida 6rnege uygulamasini saglayan Barabant
Mastitis Testi gibi testler uygulama sahasi bulan
testlerdendir (3,25).

Subklinik mastitislerin teghisinde sutln yapisinda
meydana gelen biyokimyasal degismelerin incelenmesi
erken teghis agisindan énemli olmaktadir (10).

Mastitis olgularinda erken ve ¢abuk yapilan teghis
arzulanan bir olaydir. Bu amagla subklinik mastitislerin
teshisinde, hiicre sayisinin belirlenmesi, bakteriyolojik
muayeneler ve biyokimyasal testlerden N-asetil B-
D-Glukozaminidaz (NAG ase) enziminin de tayin

-edilmesi blylk énem tasirmaktadir. (13,27). GUnki

bu enzim aktivitesi, I6kosit anomalileri ve metabolik
bozukluklarin oldugu durumilarda énemili éiglide artar
(23).

Mastitisli ineklerin memelerinde meydana gelen
yangi neticesinde, hicre zarlarinda bozulmalar
meydana gelerek hlicre igi enzimlerin slite gegmesi
s6z konusudur. Mastitisli stlerin serumlarinda Laktat

Dehidrogenaz (LDH), Aspartat Amino Transferaz (AST)
ve N-Asetil B-D-Glukozaminidaz gibi enzimlerin dnemili
Olgtde arttigi ve subklinik mastitislerin teghisinde bu
enzimlerin aktivitelerinin tayin edilmesiyle teghise
yardimci olunacag gesitli aragtinicilar (2, 4, 7, 8, 9,
15, 21, 32, 33) tarafindan belirtilmektedir.

Subklinik mastitisli sttlerde, hiicre sayisinin 400.000
hucre/ml'yi gegmesiyle birlikte NAG ase aktivitesinin
artigi (4), CMT ile NAG-ase arasinda 6nemli bir iligkinin
varligi (18) ve memede meydana gelen yangilar ya
da ilag uygulamalan esnasinda NAG-ase aktivitesinde
6nemli degismeierin oldugu (22) tesbit edilmigtir.

NAG-ase aktivitesi ile mastitisin prognozu arasinda
da iyi bir iligkinin varlidgi uygulanan tedavi ile birlikte
enzim aktivitesi degigtiginden akut veya kronik
mastitislerin gelecedi hakkinda bilgi edinilebilecegi
gesitli arastinicilar (33,34) tarafindan agik-
lanmaktadir. ‘

Kitchen ve ark. (15), subklinik mastitislerin teghisinde
enzimatik metotlarin daha givenilir ve pratik oldugu
ve bu metotlarin basar ile uygulandigini bil-
dirmislerdir.

Sunulan bu galismanin amaci, stt sigirciiginda
blyik ekonomik kayiplara sebep olan subklinik
mastitisin erken teghisinde ve prognozunda bazi bi-
yokimyasal ve mikrobiyolojik analizlerin etkinliginin
tesbit edilmesidir. ‘

Materyal ve Metot
Materyal:

Bu ¢aligmada, Konya ve yakin yerlegim yerlerinde
halk elinde bulunan 4-5 yaglarinda 40 bag Holstein
irki inek materyal olarak kullanildt.

Arastirmaya alinan hayvanlarin timine Kalifornia
Mastitis Testi (CMT) uygulanarak suit érnekleri toplandi.
CMT bulgulan -,+1,+2 ve +3 olarak degerlendirildi.

Hayvanlardan alinan sit érneklerinin normal ve
mastitisli olarak ayirimi, CMT skoru, hicre sayimive
NAG ase enzim aktivitesine gore yapildi.ve sonugta
40 sUt numunesinden 16 tanesi normal, 24 tanesiise
mastitisli olarak kabul edildi.

Metot :

Stt érneklerinin ahinmasi: CMT uygulanmig (25)
sut 6rnekleri, NAG ase enzimi tayini igin ayn tuplere,
bakteriyolojik yoklamalar igin ise aseptik gartlarda
ayn steril tiplere alindi.
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Sit serumunda NAG ase Tayini: Alinan st
6rnekleri laboratuara getirilerek ylksek devirde 20
dakika santrifiij edildi ve siit serumlar gikartildi. Stt
serumunda NAG ase enzim aktivitesi, Boehringer enzim
test kitleri kullanilarak Shimadzu UV 2100 Spekt-
rofotometre cihazi ile dlgldu.

Mikrobiyolojik Testler:

CMT testi uygulanarak aseptik sartlarda toplanan
s(t érneklerinde mikrobiyolojik muayeneler yapildi.

Sitteki somatik hiicrelerin sayimi: Alinan sit
érneklerindeki somatik hiicrelerin sayimi IDF (11)'nin
tarif ettigi sekilde yapildi. Hiicre sayimt igin, 0.1 ml
stit lam tizerindeki 100 mm? lik alana yayildi, havada
kurutulduktan sonra boya solusyonu (Metilen mavisi

0.6 gr, % 95 lik etil alkol 54 ml, glasiyal asetik asit 6:

ml, tetraklor etan 40 ml) ile boyanarak igik mik-
roskobunda immersiyon objektifi ile (900x) sayildi.

Sutin mikrobiyolojik muayenesi:

Aseptik sartlarda toplanan sit &rnekleri, vakit
kaybetmeden laboratuara getirildi ve homojenize
edildikten sonra % 7 koyun kanli agar ve MacConkay
agarlara ekilerek aerobik, anaerobik ve mikroaerofilik
ortamlarda 37 °C de 27-72 saat inkube edildi. Mantar
izolasyonu igin Saborround Dekstrose agara ekim
yapilarak oda isisinda bir hafta tutuldu. Ureyen
mikroorganizmalar klasik ydntemlere gére (5,11,16)
idantifiye edildi.

Bulgular

Galismada elde edilen bulgular, tablo 1,2 ve 3 de
Ozetlenmigtir. Tablo 1 de, saglikl ve mastitisli sdt
serumlarinda NAG ase aktivitesi.ile istitastiki kar-
silastinimasi, Tablo 2 de, PMN |6kosit sayilar ve
istatistiki kargilastiriimast verilmistir.

Tablo 3 de ise, saglikli ve mastitisli siit drneklerinden
__izole edilen bakteriler verilmigtir.

Tablo-1 Saglikli ve subklinik mastitisli hayvanlarin siit se-
rumlarinda NAG ase aklivitesi ve istatistiki kar-

silagtinimasi
Saglikh stitlerde | Subklinik mastitisli T
(UIL) stitlerde (U/L)
33.08+4.62 90.70+11.98 379"
* P <0.05

Tablo-2 Saglikli ve mastitisli hayvanlann siit 6rneklerinde somatik
hiicre sayilari (PMN IGkosit/m! siit)

Sagliklihayvan Mastitisli hayvan T
sttlerinde sutlerinde
28265557035 1236396+216308 363"

* P <0.05
- 62

Tablo-3 Saghkli ve mastikisli hayvanlarin siit 6rneklerinde izole
edilen bakteriler

Saglikh sit 6rneklerinde Mastitisli sit érneklerinde

Staphylococcus 4
Klebsiella pneumonia 1
Corynebacterium ssp 1

Staphylococcus 12

Tartisma ve Sonug

Sutgl Ineklerde subklinik mastitislerin erken tanis
amaciyla yapilan bu ¢aligmada, halk elinde bulunan
hayvanlardan alinan sit érneklerinde N-asetil 8-D
glukozaminidaz enzimi ile somatik hiicre sayilari ve
bakteriyolojik muayeneler yapildi.

Schalm ve ark. (25), subklinik mastitisli sutlerin
ayirt ediimesinde maksimum ve minimum hicre sa-
yilarini degerlendirirken, somatik hlicre sayisi 500.000

~hiicre/mi den az olanlari saghikl, somatik hiicre sayisi

500.000 hdcre/ml den fazla olan stt numuneleriniise
subklinik mastitisli olarak kabul etmiglerdir. Bu galigmada
da elde edilen hucre sayilarinin, CMT testi ve bi-
yokimyasal bulgu ile kargilastirimasi neticesinde saglikl
ve subklinik mastitisli diye ayrilan stt érneklerinde
500.000 hticre/ml den az olanlar saglikh (282655157.35
hicre/ml), fazla olanlar ise (1236396216308
hicre/ml) subklinik mastitisli olarak degerlendirildi ve
degerlerin istatistiki yénden énemli (P<0.05) oldugu
g6ralda. ‘

Subklinik mastitislerin teshisinde sadece CMT den
faydalanmanin yeterli olmayacagi, bunun yaninda
sit ve kanda bazi enzim ve mineral maddelerin de
tayin edilmesiyle teshise 6nemili dliglide katki sag-
lanacag: bazt arastiricilar (20,27) tarafindan bil-
dirilmektedir. Son zamanlarda sitte N-asetil B-D
glukozaminidaz enzimi aktivitesinin tayininin, mas-
titislerin teghisinde bagan ile kullanildidi yapilan g¢a-
ligmalarla (7, 8,9, 13, 15, 27, 33, 34) tesbit edilmistir.
Sunulan bu galigmada da, NAG ase aktivitesinin diger
bulgularia kargilagtinlarak saglikh olarak ayrilan s(tlerde
33.08+4.62 U/L, mastitisli diye ayrilan sitlerde ise
90.70+11.98 U/L oldudu ve istatistiki ydnden dnemli
(P<0.05) farkliliklarin gérildiga tesbit edildi. -

Bu ¢alisgmada, NAG ase aktivitesi ile hiicre sayis|
ve CMT degerleri arasinda énemili iligkilerin oldugu
géralmugtar. Polimorf niikieer I6kostlerin ylksek ve
CMT degerlerinin pozitif oldugu mastitisli sttlerde NAG
ase aktivitesinin artti§i, normal sitlerde ise enzim
aktivitesinin normal degerlerde oldugu gézlenmistir.
Bu durumun gesitli arastiricilar (4, 18, 32)'in yapti§
caligmalarla da uyum iginde oldugu gézlenmigtir.

Alinan sit érneklerinin mikrobiyolojik yoklamalari
sonucunda gesitli bakteriler idantifiye edildi. Saglikli
olarak ayrilan sut érneklerinin 4'inde staphylococcus,
1'inde Cornebacterium ssp, bulundu. Fakat bu s(it
numunelerinde diger mikrobiyolojik testler ve bi-
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yokimyasal deger normal ¢iktl. Bunun stitin memeden
¢ikisi esnasinda etkenin bulagabilecedi ve etkenin
azhi§indan dolay olabilecegdi dusintimektedir. Gesitli
aragtiricilar (1,6,32,34) da, saglam sltlerde bakteri
izole edilmesinin, siitlin memeden alinmasi esnasinda
bulasabilecegini tesbit etmiglerdir. Mastitisli stt 67-
neklerinin 12 tanesinde Staphylococcus identifiye edildi.
Mastitisli ve saglkh olarak ayrilan diger sut nu-
munelerinde ise bakteri izole edilemedi. Shultze (27),
CMT nin negatif giktigi stit érneklerinde bakteti izole
edildigini belirtmigtir. Mastitisli sttlerde bakteri identifiye
ve izole edilmesi mastitisin taninmasi ve tedavisi
bakimindan énemli olmaktadir (31).

Sonugolarak, ineklerde subklinik mastitislerin erken
teshisi ve tedavinin etkinligi amaciyla, sutte CMT ve
PMN sayilari ile siit serumlarinda NAG ase aktivitesi
tayininin ve tedaviye yardimei olmak amactyla mik-
robiyolojik teshisin yararlt olacagi kanisina va-
rilmigtir.
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