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Determination of N-acetyl B-D glucosaminidase enzyme activity in bovine milk · 
for the early diagnosis of subclinical mastitis 

tesbit edildi. 

Süt örneklerinde Staphylococcus, Klebsiella pneumonia, 
Corynebacterium ssp. etkenleri idenlifiye edildi. 

Bummary : In this present study, N-acety/-8-D
g/ucosaminidase (NAG ase) activity and microbiological 
investigations were carried out in mi/k sarnp/es for the early 
diagnosis of sube/inical mastitis in dairy cows. 

Forty Ho/stein cow, in 4-5 years old were used as 

materials. 

Sonuç olarak, subklinik mastitislerin erken teşhisi amactyfa 
sütte, PMN lökosit say1fan ve CMT değerlerinin tesbit edilmesi ~ı 

~ 

NAG ase activity, PMN and microbiologic values, in 
mi/k 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 m ilk sampes respective/y 
and differences were found statistically significant 
(P<0.05). 

The PMN values were determined average 282655±57035 
in healty mi/k and 1236396±216308 in mastitic mi/k samp

les. 

Staphy/ococcus, Klebsiella pneumonia, Corynebacterium 
ssp agents were identified in mi/k samp/es. 

Asa resu/t, it was useful to d etermine NAG as e activity, 
PMN and CMT test in m ilk samples for the early diagnosis 

of subclinical mastitis. 

Özet: Bu çalişmada, subklinik mastilis/erin erken tanJS/ 
amacwla süt örneklerinde N-asetil B-D-glukozaminidaze 
(NAG as e) emzim aktivitesi tayini ile mikrobiyolojik yönden 

araştlfmalar yaplfd1. 

Materyal olarak, 4-5 yaşlan nde: toplam 40 baş Holstein 
lfkl inek kullamldJ. 

CMT uygulanarak toplanan süt örneklerinde, NAG as e 
enzim aktivitesi ile, PMN lökosit hücre sayJsJ ve mikrobiyolojik 

bulgular arasmda mukayese yaplfd1. 

NAG ase aktivitesi sağlam sütlerde 33.08±4.62 U!L, 
mastilisli sütlerde ise 90. 70±11.98 olarak ölçüldü ve farklilikfar 
istatistiki yönden önemli (P<0.05) bulundu. · 

Hücre sayilan sağlikii sütlerde, ortalama 282655±57035, 
mastilisli sütlerde ise, ortalama 1236396±216308 olarak 

*Bu araştırma S. ü. Araştırma Fonu tarafından desteklenmiştir; 

yan mda, NAG ase aktivitesinin de tayin edilmesiyle teşhise fi: 
önemli derecede yard1mc1 olunacaği kantsma vartfdl. 

'i 

Giriş 
., 

Mastitis (meme yangısı), sütçü ineklerde görülen 
ğ ğ ;j 

en önemli hastalıklardan birisidir. Süt sı ırcı lı ı ye- , ; 
·\,;.· 

tiştirmelerinde sık raslanan mastitis, ülkemiz hay- · \ 
vancılığında büyük ekonomik kayıplara sebep ol
maktadır. Memede meydana gelen yangı ile karakterize 
olan mastitisin değişik formları vardır. Bunlar memeyi 
irrite eden etkeniere ve memenin gösterdiği re
aksiyonlara göre sınıfiandı rı Iabiiir. Subklinik mastitislerin 
erken teşhis edilerek tedavi edilmesiyle, hastalığın 
ilerlemesi ve diğer hayvaniara bulaşması önlenmiş 
olur. 

Subklinik mastitislerde, sistemik veya lo kal olarak 
herhangi bir belirtiye rastlanmaz, ancak, sütte lökosit 
sayısının artışı, patojen etkenierin izolasyonu, sütte 
ve kanda biyokimyasal değerlerde meydana gelen 
değişmelerle tesbit edilir (17,19). Parantainen ve ark. 
(23) meme bölmelerinin bir ya da birden fazlasında 
patojen bakterinin görülmesi ve somatik hücre sayısınırı 
500x1 03 hücre/ml den fazla olması halinde mastitister 
söz edilebileceğini belirtmektedirler. Süt inekçiliğinde, 
büyük ekonomik kayıplara sebep olan subklinik 
mastitislerin klinik mastitislere göre 40~50 defa daha 
fazla görüldüğü ve değişik etiyolajik faktörlerin etkil 
olduğu bildirilmektedir (2,20). 

Subklinik mastiliste sütü n komponentlerinde öneml 

J 
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değişiklikler olmaktadır. So mat ik hücreler, sütle serum 
albumini, laktoz, Na, K, Cl ve bazı enzimierin tayini 
ile mastitislerin tanısı mümkün olmaktadır 
(2,12,19,21). 

Subklinik mastitislerin tanısı amacıyla sütte hücre 
sayısının tesbit edilmesinin güvenilir yollardan biri 
olduğu bildirilmektedir (17, 14,24). Sütle bulunan somatik 
hücrelerin sayımı için direkt filtre yöntemi, Coulter 
counter, Fossematic ve CMT gibi testleri ihtiva eden 
değişik metotlar uygulanmaktadır. Ancak bu testlerden 
farklı sonuçlar da alınabilmektedir (29,30). 

Bazı araştırıcılar (26,28), subklinik mastitislerin 
erken teşhisinde en güvenilir yollardan birinin sütteki 
polimorf çekirdekli lökositlerin (PMN) direkt ve indirekt 
yollarla belirlenerek sonuca gidilmesi olacağını bil
dirmişlerdir. 

Mastitisli sütlerde, polimorf nükleer çekirdekli lökosit 
(PMN) sayısının artışını tesbit eden testlerden Kalifornia 
Mastitis Testi (CMT), her türlü saha şartlarında uy
gulanabilme açısından oldukça sık kullanılan birtesttir. 
CMT dolaylı olarak lökosit artışını gösteren ve lö
kositlerin miktarına göre hafif bir presipitasyondan 
yoğun bir jel şekillenmesine kadar değişik reaksiyonlar 
verir. Testin muhteviyatı nı oluşturan BCP (Brom Creosol 
Purple), BTP (Brom Tymol Blue) eriyikleri ile sütün 
pH sındaki değişmeler izlenebilir. Bu testierin dışında 
lökosit sayılarındaki artışları tesbit eden ve 0/o 5 lik 
sodyum hidroksit ile yapılan White S ide Testi, CMT 
nin çok sayıda örneğe uygulamasını sağlayan Sarabant 
Mastitis Testi gibi testler uygulama sahası bulan 
testlerdendir (3,25). 

Subklinik mastitislerin teşhisinde sütü n yapısında 
meydana gelen biyokimyasal değişmalerin incelenmesi 
erken teşhis açısından önemli olmaktadır ( 1 O). 

Mastitis olgularında erken ve çabuk yapılan teşhis 
arzulanan bir olaydır. Bu amaçla subklinik mastitislerin 
teşhisinde, hücre sayısının belirlenmesi, bakteriyolajik 
muayeneler ve biyokimyasal testlerden N-asetil B
D-Giukozaminidaz (NAG ase) enziminin de tayin 

, edilmesi büyük önem taşımaktadır. (13,27). Çünkü 
bu enzim aktivitesi, lökosit anomalileri ve metabolik 
bozuklukların olduğu durumlarda önemli ölçüde· artar 
(23). 

Mastitisli ineklerin memelerinde meydana gelen 
yangı neticesinde, hücre zarlarında bozulmalar 
meydana gelerek hücre içi enzimierin süte geçmesi 
söz konusudur. Mastitisli sütlerin serumlarında Laktat 

Dehidrogenaz (LDH), Aspartat Amino Transferaz (AST) 
ve N-Aset il B-D-Giukozaminidaz gibi enzimierin önemli 
ölçüde arttığı ve subklinik mastitislerin teşhisinde bu 
enzimierin aktivitelerinin tayin edilmesiyle teşhise 
yardımcı olunacağı çeşitli araştırıcılar (2, 4, 7, 8, 9, 
15, 21, 32, 33) tarafından belirtilmektedir. 

Subklinik mastilisli sütlerde, hücre sayısının 400.000 
hücre/ml'yi geçmesiyle birlikte NAG ase aktivitesinin 
arttığı (4), CMT ile NAG-ase aras_ında önemli bir ilişkinin 
varlığı (18) ve memedemeydana gelen yangılar ya 
da ilaç uygulamaları esnşsında NAG-ase aktivttesinde 
önemli değişmeierin olduğu (22) tesbit edilmiştir. 

NAG-ase aktivitesi ile mastitisin prognozu arasında 
da iyi bir ilişkinin varlığı uygulanan tedavi ile birlikte 
enzim aktivitesi değiştiğinden akut veya kronik 
mastitislerin geleceği hakkında bilgi edinilebileceği 
çeşitli araştırıcılar (33,34) tarafından açık

lanmaktadır. 

Kitchen ve ark. ( 15), subklinik mastitislerin teşhisinde 
enzimatik metotların daha güvenilir ve pratik olduğu 
ve bu metotların başarı ile uygulandığını bil
dirmişlerdir. 

Sunulan bu çalışmanın amacı, süt sığırcılığında 
büyük ekonomik kayıplara sebep olan subklinik 
mastitisin erken teşhisinde ve prognozunda bazı bi
yokimyasal ve mikrobiyolojik analizierin etkinliğinin 
tesbit edilmesidir. 

Materyal ve Metot 

Materyal: 

Bu çalışmada, Konya ve yakın yerleşim yerlerinde 
halk elinde bulunan 4-5 yaşlarında 40 baş Holstein 
ırkı inek materyal olarak kullanıldı. 

Araştırmaya alınan hayvanların tümüne Kalifornia 
Mastitis Testi (CMT) uygulanarak süt örnekleri toplandı. 
CMT bulguları -,+ 1,+2 ve +3 olarak değerlendirildi. 

Hayvanlardan alınan. süt örneklerinin normal ve 
mastitisli olarak ayırımı, CMT skoru, hücre sayımı ve 
NAG as e enzim aktiyitesine göre yapıldı~ ve sonuçta 
40 süt numunesinden 16 tanesi normal, 24 tanesi ise 
mastitisli olarak kabul edildi. 

Metot: 

Süt örneklerinin alınması: CMT uygulanmış (25) 
süt örnekleri, NAG ase enzimi tayini için ayrı tüplere, 
bakteriyolajik yoklamalar için ise aseptik şartlarda 
ayrı steril tüplere alındı. 
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Süt serumunda NAG ase Tayini: Alınan süt 
örnekleri laboratuara getirilerek yüksek devirde 20 
dakika santrifüj edildi ve süt serumları çıkartıldı. Süt 
serumunda NAG ase enzim aktivitesi, Boehringer enzim 
test kitler( kullanılarak Shimadzu UV 2100 Spekt
rofotometre cihazı ile ölçüldü. 

Mikrobiyolojik Testler: 

CMT testi uygulanarak aseptik şartlarda toplanan 
süt örneklerinde mikrobiyolojik muayeneler yapıldı. 

Sütteki somatik hücrelerin sayımı: Alınan süt 
örneklerindeki somatik hücrelerin sayımıiDF (11 )'nin 
tarif ettiği şekilde yapıldı. Hücre sayımı için, 0.1 ml 
süt lam üzerindeki 100 mm2 1ik alana yayıldı, havada 
kurululduktan sonra boya solusyonu (Metilen mavisi 
0.6 gr, o/o 95 lik etil alkol 54 ml, glasiyal asetik ·asit 6· 
ml, tetraklor etan 40 ml) ile boyanarak ışık mik
roskobunda immersiyon objektifi ile (900x) sayıldı. 

satan mikrobiyolojik muayenesi: 

Aseptik şartlarda toplanan süt örnekleri·, vakit 
kaybetmeden laboratuara getirildi ve homojenize 
edildikten sonra 0/o 7 koyun kanlı agar ve MacConkay 
agarlara ekilerek aerobik, anaerobik ve mikroaerofilik 
ortamlarda 37 oc de 27-72 saat inkube edildi. Mantar 
izolasyonu için Saborround Dekstrose agara ekim 
yapılarak oda ısısında bir hafta tutuldu. Üreyen 
mikroorganizmalar klasik yöntemlere göre (5, 11, 16) 
idantifiye edildi. 

Bulgular 

Çalışmada elde edilen bulgular, tablo 1 ,2 ve 3 de 
özetlenmiştir. Tablo 1 de, sağlıklı ve mastitisli süt 
serumlarında NAG as e aktivitesi. ile istitastiki kar
şılaştırılması, Tablo 2 de, PMN lökosit sayıları ve 
istatistiki karşılaştırılması verilmiştir. 

Tablo 3 de ise, sağlıklı ve mastitisli süt örneklerinden 
.. izole edilen bakteriler verilmiştir. 

Tablo-1 Sağlıklı ye subklinik ·mastitisli hayvanların süt se
. rumlarında NAG ase aktivitesi ve istatistiki kar

şılaştırılması 

Sağlıklı sütlerde Subklinik mastitisli T 
(U/L) sütlerde (U/L) 

33.08±4.62 90. 70±11.98 3.79 * 

* p <0.05 
Tablo-2 Sağlıklı ve mastilisli hayvanların süt örneklerinde somali k 

hücre sayıları (PMN lökositimi süt) 

Sağlıklıhayvan Mastitisli hayvan T 
sÖ tl erinde sütlerinde 

282655±57035 1236396±216308 3.53 .. 

* p <0.05 
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Tablo-3 Sağlıklı ve m astikisli hayvanların süt örneklerinde Izole 
edilen bakteriler 

Sağlıklı süt örneklerinde Mastitisli sOt örneklerinde 

Staphylococcus 4 Staphylococcus 12 
Klebsiella pneumonia 1 
Corynebacterium ssp 1 

Tartışma ve Sonuç 
Sütçü lneklerde subklinik mastitislerin erken tanısı 

amacıyla yapılan bu çalışmada, halk elinde bulunan 
hayvanlardan alınan süt örneklerinde N-asetil B-D 
glukozaminidaz enzimi ile somatik hücre sayılan ve· 
bakteriyolajik muayeneler yapıldı. 

ı . 
. , 

Schalm ve ark. (25), subklinik mastitisli sütlerin 
ayırt edilmesinde maksimum ve minimum hücre sa
yılarını değerlendirirken, somatik hücre sayısı500.000 . ~ 

·ı hücre/ml den az olanları sağlıklı, somatik hücre sayısı , 
1 

500.000 hücre/ml den fazla olan süt numunelerini ise t: 
subklinik mastitisli olarak kabul etmişlerdir. Bu çalışmada 
da elde edilen hücre sayılarının, CMT testi ve bi
yokimyasal bulgu ile karşılaştırılması neticesinde sağlıklı 
ve subklinik mastitisli diye ayrılan süt örneklerinde 
500.000 hücre/ml den az olanlar sağlıklı (282655±57.35 
hücre/ml), fazla olanlar ise (1236396±216308 
hücre/ml) subklinik mastitisli olarak değerlendirildi ve 
değerlerin istatistiki yönden önemli (P<0.05) olduğu 
görüldü. . 

Subklinik mastitislerin teşhisinde sadece CMT den 
faydalanmanın yeterli olmayacağı, bunun yanında 
süt ve kanda bazı enzim ve mineral maddelerin de 
tayin edilmesiyle teşhise önemli ölçüde katkı sağ
lanacağı bazı araştırıcılar (20,27) tarafından bil
dirilmektedir. Son zamanlarda sütte N-asetil B-D 
glukozaminidaz enzimi aktivitesinin tayininin, mas
tilisierin teşhisinde başarı ile kullanıldığı yapılan ça
lışmalarla (7, 8, 9, 13, 15, 27, 33, 34) tesbit edilmiştir. 
Sunulan bu çalışmada da, NAG ase aktivitesinin diğer 
bulgularla karşılaştırılarak sağlıklı olarak ayrılan sütlerde 

.. 
33.08±4.62 U/L, mastitisli diye ayrılan sütlerde ise ;; 
90.70±11.98 U/L .olduğu ve istatistiki yönden önemli 
(P<0.05) farklılıkların görüldüğü tesbit edildi. · ·'' 

,, 

Bu çalışmada, NAG ase aktivitesi ile hücre sayısı ~; 
ve CMT değerleri arasında önemli ilişkilerin olduğu 
görülmüştür. Polimorf nükleer lökostlerin yüksek ve 
CMT değerlerinin pozitif olduğu masmisli sütlerde NAG ;. 

\· 

ase aktivitesinin arttığı, normal sütlerde ise ~nzim t 
aktivitesinin normal değerlerde olduğu gözlenmiştir. t·· 

~ 
Bu durumun çeşitli araştırıcılar (4, 18, 32)'ın yaptığı ;~;~ 
çalışmalarla da uyum içinde olduğu gözlenmiştir. ı 

Alınan süt örneklerinin mikrobiyolojik yoklamaları -.. 
sonucunda çeşitli bakteriler idantifiye edildi. Sağlıklı , .. 
olarak ayrılan süt örneklerinin 4'ünde staphylococcus, 
1'inde Cornebacterium ssp, bulundu. Fakat bu süt 
numunelerinde diğer mikrobiyolojik testler ve bi-

,1-.,"1 
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yokimyasal değer normal çıktı. Bunun sütü n memeden 
çıkışı esnasında etkenin bulaşabileceği ve etkenin 
azlığından dolayı olabileceği düşünülmektedir. Çeşitli 
araştırıcılar (1,6,32,34) da, sağlam sütlerde bakteri 
izole edilmesinin, sütü n memeden alınması esnasında 
bulaşabileceğini tesbit etmişlerdir. Mastitisli süt ör
neklerinin 12 tanesinde Staphylococcus identifiye edildi. 
Mastitisli ve sağlıklı olarak ayrılan diğer süt nu
munelerinde ise bakteri izole edilemed i. Shultze (27), 
CMT nin negatif çıktığı süt örneklerinde bakteti izole 
edildiğini belirtmiştir. Mastitisli sütlerde bakteri identifiye 
ve izole edilmesi mastitisin tanınması ve tedavisi 
bakımından önemli olmaktadır (31 ). 

Sonuç olarak, in ekierde subklinik mastitislerin erken 
teşhisi ve tedavinin etkinliği amacıyla, sütte CMT ve 
PMN sayıları ile süt serumlarında NAG ase aktivitesi 
tayininin ve tedaviye yardımcı olmak amacıyla mik
robiyolojik teşhisin yararlı olacağı kanısına va
rılmıştır. 
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