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1. GIRIS

Mastitis, ¢ogunlukla bakteriyel ya da mikotik patojen faktdrlere bagli olarak
olusan meme dokusu yangisidir (Shearer ve Haris, 2003). Memede goriilen sap, ¢icek,
ekzama gibi bozukluklarla birlikte siit kalitesine en fazla etki eden hastaliktir

(Biiyiikpamukgu, 1980).

Mastitis enfeksiyonlari, hastaligin klinik formuna goére subklinik ve klinik olmak
tizere iki sekilde goriilmektedir. Subklinik mastitis, disaridan bakildiginda meme
dokusu ve siitte herhangi bir degisikligin fark edilemedigi formudur. Klinik mastitis,
stitte belirlenebilir degisikliklerin meydana geldigi meme yangisidir. Mastitislerin bu
tipleri ya direk kendi kendine iyilesir veya hastaligin devami sonucunda akut veya

kronik duruma gelebilir (Anonim, 2010).

Mastitis diinya iizerinde siit sigirciligina etki eden en maliyetli hastaliktir.
Mastitis hem hayvan sagliginda hem de insan sagliginda 6neme sahiptir. Hayvanlarda
saglik sorunlarina sebep oldugu gibi insanlarda da cesitli problemlere sebep
olabilmektedir. Hayvanlarda siit verimliliginin diismesi ve 6liim nedenidir. insanlar i¢in
ise distik kalitede siit ve siit liriinlerinin yaninda siitte antibiyotik kalintilar1 bulunmasi
saglik agisindan sakincali durumlardir (Jayarao, 2004). Siit sigirciligi igin mastitisin siit
verimini azaltmasi ve gida giivenligi acgisindan sorunlar teskil etmesi pek cok iilke

tarafindan kabul gérmektedir (Smith ve Hogan, 1996).

Sunulan bu tez ile subklinik mastitisli koyunlarda kanda GSH, seruloplazmin, A,

C ve E vitamini diizeylerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mastitisin Tanimi

Mastitis, Grek¢ge meme anlamina gelen “mastos” ve yangiy anlatan “itis” ekinin
bir araya getirilmesi sonucu ortaya ¢ikmistir (Thomson, 1984). Mastitis terimi yerine
“mammitis” kelimesi de kullanilir. Bu kelimedeki “mamma” meme anlamina
gelmektedir (Jones ve Hunt, 1983; Alibasoglu ve Yesildere, 1988). Mastitis, akitict siit
kanallari, meme parankimi ve interstisyel dokunun yangisidir (Batu, 1980;
Biiylikpamukgu, 1980; Aydin ve Coskuner, 1983; Berkin ve Milli, 1984; Aydin ve ark.
1985). Subklinik mastitis; meme dokusunda ya da biitiin viicut icerisinde hicbir klinik
belirti gostermeyen fakat siite uygulanan farkli testler (California mastit test-CMT,
White side testi, Brabant mastitis testi, Winconsin mastitis testi, Katalaz testi, Strip-cup
testi) ile belirlenebilen mastitlerdir. (Batu, 1980; Aydin ve Coskuner, 1983; Unal ve
ark., 1985; Alagcam ve ark., 1986; Alagam ve ark., 1988; Saxena ve ark., 1993;). Meme
ve meme baginda meydana gelen yaralanmalar, kalitim ve 1rk, hayvan yas1 ve fazla siit

verimi gibi nedenler mastitin meydana gelmesinde onemli faktorlerdir (Akay, 1986).
2.2. Mastitisin Etiyolojisi

Mastitisin olusma sebepleri icersinde kimyasal irritasyon, fiziksel travma,
toksinler ve enfeksiyon ajanlar1 gibi pek¢ok sebep vardir. Fakat ¢iftlik hayvanlarinda
mastitis olusumunun en O6nde gelen sebebi bakteriler ve onlarin meydana getirdigi
toksinlerdir (Anonim, 1996). Bakteriyolojik nedenler bulasic1 mastitis patojenleri
(Streptococcus  agalactiae, Stsphylococus aureus, Corynebacterium bovis ve
Mycoplasma bovis) ile c¢evresel patojenler (¢evresel koliform ve streptokok bakteriler)
tarafindan olusturulurlar (Oliver ve ark., 1992; Murinda ve ark., 2002). Mastitisin
olusumunda bakteriyolojik, viral ve travmatik sebeplerin yaninda hazirlayici faktorlerin
de 6nemi c¢ok fazladir. Bunlar, 11k, siit verim diizeyi, yas, anatomik nedenler, laktasyon
donemi ve sirasi, bariak ve ahir sartlar1 ile hayvanin hormonal ve metabolizma dengesi
olarak verilebilirler (Deveci ve ark., 1994). Enfeksiyona yol acan etkenlerin saglikli
memeye gecisi genellikle sagim esnasinda meydana gelmektedir. Enfekte olmus

memeler burada esas énemli nedenlerden biridir. Bulagmanin meydana gelmesinde en



onemli faktorler sagim makineleri, meme yikama ve kurulama bezleri ve sagim yapan

kisinin elleridir (Anonim, 1996).

Hayvan memesinde farkli tiirden pek¢ok faktor, yangiya sebep olmaktadir. Bu
faktorler enfeksiyoz ve enfeksiydz olmayan nedenler diye ikiye ayrilirlar. Enfeksiyoz
olmayanlar, meme dokusunda tahrise neden olan organik ve inorganik kimyasal
yapilardir. Enfeksiydz nedenler icersinde viriisler, bakteriler, parazitler ve mayalar
bulunmaktadir. Bunlarin i¢ersinde en 6nemli etken bakterilerdir. Mastitise en ¢ok neden
olan mikroorganizmalar streptokok, stafilokok ve koliformlardir. Fakat memede
enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda streptekoklarin stafilokoklara gore daha c¢ok etkili
oldugu bilinmektedir (McDonald, 1984; Philpot ve Nickerson, 1991).

Stafilokok bulagmas1 sonucu olusan mastitisler, koyunlarda perakutdan kronige
dogru ilerleyebilir. Perakut stafilokokal mastitisler cogunlukla dogum sonrasindaki ilk
giinlerde meydana gelir. Siddetli semptomlara neden olurlar. Bu semptomlarin belirmesi
cok anidir ve hayvanin Oliimiine sebep olabilirler (McDonald, 1984; Philpot ve
Nickerson, 1991).

Akut stafilokokal mastitisler genelde laktasyon doneminin basinda goriliir.
Hayvanda istahsizliga sebep olur. Mastitis olusmus meme loblar1 kizarik, 6demli sicak
ve agrilidir. Agr1 sebebiyle hayvanin yiiriiyiisiinde aksamalar meydana gelir. Siit salgisi
diiser; memeden pihtil, irinli, ser6zlii ya da kanli bir sivi salgilanir. Stafilokoklarin
salgiladiklar1 toksin nedeniyle toksemi veya gangrenli mastitis olusabilir. (Jain, 1979;
Akay, 1984; Berkin ve Milli, 1984; McDonald, 1984; Jones ve Ward, 1989; Philpot ve
Nickerson, 1991).

Kronik stafilokokal mastitis baglangicinda bir belirti goriilmez. Zaman icersinde
siit verimi diiser. Meme yapisinda atrofi ve sertlik meydana gelir. Daha ileri durumlarda
ise meme korelir (Biiylikpamukcu, 1980; McDonald, 1984; Jones ve Ward, 1989; Batu,
1991).

Koliformlar ¢ogunlukla akut seyirli mastitislere neden olurlar. Dogumun hemen
akabinde perakut sekli de goriilebilir. Siddetli klinik belirtileri vardir. Bu belirtiler

istahsizlik, ates ve titremedir. Bu belirtiler ile birlikte memede agri, sertlik, sislik, 6dem



ve hassasiyet goriilebilir. Enfeksiyonun baglangic doneminde siit normal veya hafif
suludur. ilerleyen periyotta siit serdz olurken en son doneme gelindiginde siit miktar:
diiser veya tamamen kaybolur. Perakut koliform mastitis ¢cogunlukla 6liime sebep olur.
Akut koliform mastitisler ise kendi kendine sagalabilirler (Diker, 1984; Batu, 1991;
Philpot ve Nickerson, 1991).

Streptotekok’lar sebep oldugu mastitisler yavas ve gizli olarak ilerler ve
cogunlukla kronik enfeksiyona sebep olurlar. Ozellikle kuru donemde enfeksiyona
neden olurlar. Diisiik ihtimal laktasyon doneminde de goriilebilir (Jain, 1979; Izgiir,

1984; Jones ve Ward, 1989; Philpot ve Nickerson, 1991; Keefe, 1997).
2.3. Mastitisin Simiflandirilmasi

Mastitisler olusan semptomlara ve yanginin derecesine gore farkli sekillerde
siniflandirilir. Fakat yapilan arastirmalarda patolojik bulgulara gore mastitisler genel
olarak, subklinik ve klinik mastitis olarak iki sinifa ayrilmistir (Eskiizmirliler, 2004;

Deveci, 2007).
2.3.1. Klinik mastitis

Memede ve siitte gozle goriilebilir degisikliklerin bulundugu bir hastaliktir.
Klinik mastitisin siireci hastaliga sebep olan etkenin virulansina ve hayvanin savunma
sisteminin etkinligine gore degisebilir. Bazen bir ya da birden ¢ok meme lobunda, siit
salgilanmasi tiimiiyle durmus olabilir. Siitte renk farkliliklari, koku, sulanma ve pihti
gortlebilir. Klinik mastitis, yanginin olusma zamanina gore perakut, akut, subakut ve

kronik mastitis diye siniflandirilmaktadir (Bastan, 2002).
a) Perakut mastitis:

Memede ani bir sekilde, siitte serdzite ve ciddi yangi ile ortaya c¢ikar. Perakut
mastitisin pek c¢ok sebebi olabilir. Septisemiye baglh sistemik hastalik sonucu istah
kaybi, toksemi, rumen motilitesinde azalma, dehidrasyon, sicaklik artis1 ve kimi zaman
da olim ile sonuglanabilir (Alacam ve ark., 1986; Bastan, 2007). Yanginin nedeni
enzimler, toksinler veya lokosit iiriinleri olabilecegi gibi mikroorganizmalarda olabilir

(Anonim, 1996).



b) Akut mastitis:

Bu tip mastitisler aniden ortaya ¢ikip orta siddetli inflamasyona sebep olur.
Siitiin yapisinda serdz/fibrinli olusumlar gozlenebilir (Alacam ve ark., 1986; Bastan,
2007). Rumen fonksiyonlarinda azalma, ilgi kaybi, dehidrasyon ve ates gibi semptomlar

goriilebilir ancak perakuta gore daha hafif seyreder (Anonim, 1996).
¢) Subakut mastitis:

Mastitisin bu formunda akut ve perakut mastitislerde goriilebilen siddetli lokal
ve genel semptomlar olusmaz. Bu tip mastitislerde belirtiler agir agir gelisir. Hastaligin
baslangicinda sagim giigliikkleri ve siit igersinde pihtilar goriilebilir. Enfeksiyonun
ilerlemesi sonucunda memede kizariklik, 1s1 artisi, agri ve sislik gelisir. Hayvanin
verdigi siit miktar1 diiser ve memeden prulent, serdz ya da seroprulent bir igerik
salgilanir (Batu, 1978; Biiyiikpamukc¢u, 1980; Batu, 1991; Philpot ve Nickerson, 1991,
Harmon, 1994).

d) Kronik mastitis:

Mastitisin uzun zaman devam etmesini takiben meme yapisinda {fibroz
olusumlarin gelistigi goriilmektedir. Kronik mastitis gosteren hayvanlarda genel
semptomlar goriilmez. Meme yapisinda meydana gelen degisiklikler ¢ogunlukla kalici
olur, enfeksiyon bitse bile daha sonraki siirecte hayvanin siit veriminde diisme ve

tiimiiyle kesilme goriilebilir (Aytug ve ark., 1989).
2.3.2. Subklinik mastitis

Subklinik mastitis, klinik mastitis tlirlerine gore daha yaygindir, fakat memede
ve siitte goriilebilir degisimler olusmadan ortaya c¢ikar. Semptomlar goriilmeden
olustugu icin subklinik mastitisin teshisi olduk¢a zordur ve biiyiik kayiplara sebep
olabilir. Siit {iretiminde azalma ve siit kalitesinde diisme gozlenir. Teshisi enfekte
mikroorganizmalarin siit igersinden izolasyonu ve smiflandirilmasi ya da siit igersindeki
yangisal iriinlerin ortaya ¢ikarilmasi ile miimkiindiir (Aytug ve ark., 1989). Bu
enfeksiyonlarin diger bir 6zelligi klinik mastitise doniisebilmesi ya da subklinik olarak

memede uzun zaman devam edebilmesidir (Bastan, 2010).



Ulkemizde son yillarda siit sigirciliginda yiiksek verime sahip kiiltiir irklarinin
kullanilmast siit iiretimindeki artis ile beraber mastitis, 6zellikle de subklinik mastitis
vakalarinin artmasi Oonemli miktarda ekonomik kayiplara sebep olmustur. Koyun
stiriilerinde mastitis ile iliskili en 6nemli kayiplar subklinik mastitis sebebiyle meydana
gelmektedir. Siit miktarinin diismesi ve siit igersindeki elementlerin bazilarinin azalmasi
sebebiyle, kayiplar 6zellikle kuzu o6liimleri ya da beslenme bozukluguna sahip kuzular,
siitlin islenmesinde meydana gelen zorluklar ve hastaliga sahip hayvanlarin siirii

icersinden erken dislanmasiyla sonu¢lanmaktadir (Pir Yagci, 2005).
2.4. Mastitisin Patogenezisi

Farkli pek ¢ok etken memede yangi olugsmasina sebep olur. Memede enfeksiyon
olusumuna neden olan bu etkenlerin memeye giris ve dokudaki yayilis1 3 farkli yol ile

olmaktadir.

1- Galaktojen enfeksiyon: Meme basindaki delikten memeye giren etken, siit

kanallar1 yolu ile meme dokusu igersinde yayilir.

2- Yara enfeksiyonu: Meme iizerinde ve meme basi1 derisinde meydana gelen

yaralar sonucu memeye giren etkenler burada enfeksiyona sebep olurlar.

3- Lenfo-hematojen enfeksiyon: Viicutta herhangi bir bolgede bulunan hastalik
odagindan lenf ve kan yoluyla mastitise sebep olan etkenler memeye gelir.

(Berkin ve Milli, 1984; Oliver ve Sordillo, 1988; Deveci ve ark., 1994).

Bu yollar ile meme igersine gelen mikroorganizmalar her zaman hastalik
olusumuna sebep olmayabilir. Hastaligin meydana gelebilmesi i¢in etkenin meme
icersine girmesi, burada iiremesi, meme igersinde iireyen etkenin yayilmasi ve yangi
meydana getirmesi gerekir. Bu olaylarin meydana gelmesi meme igersine giren
mikroorganizmalarin sayisina, virulansina, viicut ve memenin direncine baghdir.
(Henderson, 1974; Berkin ve Milli, 1984; Oliver ve Sordillo, 1988; Blood ve Deveci ve
ark., 1994; Harmon, 1994).



2.5. Mastitisin Teshisi

Teshis, hayvanin, memenin ve hayvanin siitiiniin klinik muayenesi, siit i¢ersinde
fiziksel, kimyasal, hiicresel ve mikrobiyolojik muayeneler sonucunda konulabilir (Batu,
1979; Akay,1984; Kilicoglu, 1984; Izgiir ve Kilicoglu, 1984; Batu, 1991; Deveci ve ark,
1994).

Hayvanin memelerinde yapilacak klinik muayenede yasi, laktasyon donemi,
beslenme ve bakim sartlari, siit ¢ikisinda goriilen anormallikler ve daha 6nce gegirmis

oldugu hastaliklar dikkate alinir (Oztiirk, 2007).

Inspeksiyon ve palpasyon ile memedeki dis goriintiiye, meme loblar1 ve baslari
biiyiikliigiine, sekline, memenin bas ve derisinin goriiniimiine gore hastalifin teshisi
yapilabilmektedir. Siit miktarinda diisiis, siitiin kanl, fibrinli, irinli ya da pihtilasmis
olusu, meme igersinden serdz, purulent ya da seropurulent bir akintinin gelisi hastaligin
siit iginde olusturdugu farklilasmalardir (Kiligoglu, 1984; Izgiir, 1984; Izgiir ve
Kiligoglu, 1984; Jones ve Ward, 1989; Jones, 1990).

Memede enfeksiyon olusmussa siitiin iceriginde de bazi degisiklikler olmaktadir.
Enfeksiyon olusumuna bagli olarak siit iceriginde 16kosit miktar1 artar. Fakat saglikli
olan bir memede, kan-meme bariyeri sebebiyle 16kositlerin siit icerisine gegisi sinirlidir.
Mastitiste kan-meme bariyerinin geg¢irgenligi yiikselir ve bu sebeple siit icerisine fazla
sayida 1okosit gegebilir. Lokositlerin siite normalden fazla ge¢mesi sonucu siitiin
bilesimi kanin igerigine benzemeye baglar. Kandaki pH degeri ve klor miktar siitiin
iceriginden yiiksek olmasma ragmen glukoz, yag ve kazein miktan silite gore daha
diistiktiir. Enfeksiyon sonucunda 16kosit miktarindaki yiikselme sonucu siit igerigindeki
klor miktar1 artar, laktoz ve potasyum miktarlar1 diiser. Siitteki klor miktariin artmasi
sonucu siitteki yag ve kazein diizeyleri azalir. (Bastan, 2002). Siitiin pH degerinin
Olctlilmesi ile de siitte enfeksiyon olup olmadig1 anlasilabilir. Hayvandan taze sagilmis
stitlin pH’s1 hafif asidik olarak goriiliir (pH 6,5), hasta hayvanin siitiiniin pH’s1 ise hafif
alkaliktir (Oztiirk, 2007).



2.5.1. Siitteki somatik hiicre sayis1 (SCC)

Siit iceriginde normalde notrofil, lenfosit, makrofaj ve ¢ok az miktarlarda meme
bezi epitel hiicreleri bulundurabilir (Colditz ve Watson, 1985). Memenin gosterdigi
patolojik ve fizyolojik duruma gore siit igerigindeki hiicrelerin c¢esitliligi ve
miktarlarinda degisiklikler goriilebilir. Meme dokusunda bulunan epitelyum hiicreleri
fizyolojik olarak ya da meme dokusunda olusan yikim sonucu ile siite gecebilirler
(Schalm ve ark., 1971; Nickerson, 1985). Saglikli bir inekte laktasyon doneminde 1 ml
siitte yaklasik 200.000 hiicre bulunabilir, bu hiicrelerin %60’1m1 makrofajlardan, %
28’ini lenfositlerden ve % 12’sini polimorf niiklear lokositlerden meydana gelir
(Concha, 1986). Saglikli bir koyunun siitlinde ise, bu hiicrelerin %50-70’ini
makrofajlar, %15-40’1m1 polimorf niiklear 16kositler, %6-14’{inii lenfositler ve % 5’ini

ise farkli hiicre yapilar (eozinofiller, epitel hiicreler) olusturmaktadir (Pir Yagci, 2008).

Hastaligi olusturan mikroorganizmalar memeye girer, c¢ogalip bir yangi
olustururlar. Memeye giren bu mikroorganizmalari parcalamak i¢in kandan meme
icersine lokositler aktarilir. Meme igersindeki bakteri miktarinin yilikselmesine gore
16kosit miktar1 ve buna bagl olarak hiicre sayis1 da artis gosterir. Bu sebeple siit
icerigindeki ortalama hiicre miktar1 hayvanin meme saghigi ile ilgili bilgi saglar
(Pearson ve ark., 1971; Taylor ve Phillips, 1972; Chamings, 1984; Philpot ve
Nickerson, 1991). Siit icersinde makrofajlar da goriilebilir ayrica meme yapisinda yangi
meydana geldigi zaman memede bulunan kan damarlarinin gegirgenligi artar bunun
sonucunda polimorf niiklear 16kositler ve nétrofiller kandan siit igerigine gecebilir (Jain

ve ark., 1972; Hill, 1986).

Siit igerigindeki somatik hiicre sayis1 degisik faktorlerle degisse de genellikle
meme sagliginin bir gostergesidir (Dohok ve Meek, 1982). Siitteki somatik hiicre
sayiminin subklinik mastitiste teshis i¢in O6nemli oldugu uzun yillardir kabul
edilmektedir (Andwers ve ark., 1983; Madsen, 1986). Saglikli bir hayvam siitii ile
mastitisli silitteki SCC arasinda istatistiki yonden onemli farklilik bulunmaktadir

(p<0,01) (Dhakal, 1995).

Siitteki SCC mastitisten baska hayvanin yasi, bu testin yapildigl ay ve mevsim,

siit verimi ve laktasyon donemine gore farkliliklar gostermektedir (Braund ve Schultz,



1963; Frank ve Pounden, 1961). Cig siitte diisiik sayida olan SCC mastitis durumunda
normalin lizerine goriilmektedir. Bundan Otiirli mastitisli siitlerin insan sagligim
tehdidini 6nlemek amaciyla 14 Subat 2000 tarihinde yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi ile
¢ig ve 1s1l isleme ugramis siitlerle alakali olarak somatik hiicre sayisinin mililitrede 5 x
10° adetten diisiik olmas1 gerektigi bildirilmektedir (Kesenkas ve ark., 2001). Koyun
siitli igersindeki SCC>1.000.000 oldugunda peynir iiretininde veriminin diistiigi ve

peynirde acimsi bir tat olustugu ileri siiriilmektedir (Jaeggi ve ark., 2003).

Koyun siitlerinde mililitresindeki normal SCC’yla ilgili degisik gorisler
bulunmaktadir. Baz1 goriisler koyun siitiinde mililitresindeki normal SCC’nin 100.000
ile 1.574x10° degerleri arasinda oldugunu sdylerken (Green, 1984; Fthenakis ve
ark.,1991; Nizamlhoglu ve Erganis, 1991; Regi ve ark., 1991; Bergonier ve ark., 2003;
Mavrogenis ve ark., 1995) farkl bir goriis olarak da saglikli bir koyunun memesindeki
SCC i¢in esik degerin 250.000 hiicre/ml olmasi sdylenmektedir (Menzies, 2000;
Pengov, 2001).

Subklinik mastitis durumlarinda ml’deki SCC’nin artarak 600.000 ile 3.99x10°
arasina ulastig1 bildirilmektedir (Green, 1984; Fthenakis ve ark., 1991; Mavrogenis ve
ark., 1995; Billon ve Decremoux, 1998). Fakat; hayvanda immun cevap meydana
gelmeden Once, enfeksiyon olusumunun baslangic donemlerinde alinan siit
numunelerinin bakteriyolojik bakimdan pozitif olusuna ragmen diisiik SCC’na sahip
olabilecegi soylenmektedir (Fthenakis ve ark., 1991). Siit¢ii koyun 1rklari igin fizyolojik
ve patolojik olarak SCC’nin 0.25 - 1.0 x 10° hiicre/ml olmasi gerektigi bildirilmektedir
(El-Saied ve ark., 1998; Pengov, 2001).

Laboratuvara mikrobiyolojik muayeneye gonderilmesi gerekli olan siit
numunesindeki SCC ile ilgili pek¢ok goriis bulunmaktadir. Ortalama miktarlar 100.000
ile 1.000.000 ve {stii arasinda degismekte ve kabul goéren miktar 1.000.000 olarak
kabullenilmektedir (Anonim, 1981; Menzies, 2000; Bergonier ve ark., 2003).

Siit igerigindeki SCC’nin artis1 sonucunda siitiin kazein, total protein, laktoz,
yagsiz kuru madde, total kuru madde, fosfor, kalsiyum ve potasyum miktar1 azalmakta,
immunoglobulinler, bazi enzimler, sodyum, klor ve bazi1 iz elementlerin miktar

yiikselmektedir. Bu icerik degisikligi sonucu siit diyetsel 6zelligini kaybetmekte, siitiin



islenmesi ve siitten elde edilen maddelerin iiretiminde de ¢ok fazla soruna sebep

olmaktadir (Philpot ve Nickerson, 1991; Sargeant ve ark., 1998).

Avrupa birligi 1994 yilindan gegerli olacak sekilde siit endiistrisinde ¢ig siit
pazarinda tank siitleri icin 400.000 hiicre/ml, bireysel slit numunelerinde 250.000

hiicre/ml iist sinirlarini kabul etmistir (Loufter ve ark., 1995; Smith ve Hogan, 1996).
2.5.2. Kaliforniya mastitis testi (CMT)

Uzun zamandir kullanilan CMT ilk kez 1957 senesinde (Schalm ve Noorlander,
1957) tarafindan kesfedilmistir. Bu zamandan beri CMT, subklinik mastitis teshisinde
yaygin bir sekilde yer almaktadir. CMT saha kosullarinda hizli sonuglar vermesi, ucuz

ve pratik olmasi sebebiyle yaygin bir kullanima sahiptir (Daniel ve ark., 1966).

CMT, mastitis teshisi i¢in siitteki DNA bilesimini yani somatik hiicre bilesimini
Olcebilen kolay bir yontemdir (Schalm ve Noorlander, 1957; Gray ve Schalm, 1960;
Marshall ve Edmondson, 1962; Kapur ve Singh, 1977). Bu testin temelini, siit icersinde
bulunan hiicresel materyal ile CMT c¢ozeltisi arasindaki kimyasal tepkime olusturur
(Aynsley ve Buol, 1965). CMT c¢ozeltisi igersinde anyonik bir deterjan olan sodyum-
dodesil siilfat (SDS) bulunur ve bu madde somatik hiicrelerin zar ve ¢ekirdeklerini
ayirir. Bu olay sonucunda DNA serbest kalarak SDS ile gecici bir jel yapis1 meydana
getirir. Siitlin i¢erisindeki DNA miktarina gore gore jelin kivami dogru orantili olarak
artar (Schalm va ark., 1971). CMT c¢ozeltilerinin bazilar1 i¢ersinde brom-tymol blue
(BTB) ve brom-cresol purple (BCP) gibi pH indikatorleri icerebilir. Bu maddeler
varhiginda saglikli siite gore alkali olan mastitisli siitiin rengi mor olur (Atroshi ve ark.,

1986).
2.5.3. Mikrobiyolojik muayeneler

Sagim yapilmadan evvel aseptik sartlarda alinan siit numuneleri en kisa siirede
laboratuvara gotiiriilmelidir. Ik 6nce laboratuvarda bakteriyoskopi yapilir. Mikroskobik
incelemede go6ziiken bakteri ve hiicre tiirleri kaydedilir (Aydin ve Akay, 1984).
Sonrasinda alinan numuneler uygun besi yerine ekilerek inkiibasyon i¢in birakilir. 35-37
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilir daha sonra numunelerin degerlendirilmesi

gergeklestirilir. Kiiltiir sonucu negatif ¢ikan fakat fiziksel bakimdan anormal olan siit
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numunelerinde ilag tedavisinin varligi ve bu sebeple inhibitor faktorlerin olabilecegi
diistintilebilir. Bu sekilde mikroorganizmalarin identifikasyonunu saglamak igin siit
numuneleri santrifiij edilirerek ve ¢okeltiden yapilan smearlerin mikroskopik olarak
incelemesi yapilir. Identifikasyon yapilirken, kanli agar icersinde iki cesitten fazla
koloni bulunmasi siit numunelerinin kontamine oldugu disiindiirebilir. Ekim
tamamlandiginda besi yerlerinde iiremis olan mikroorganizmalarin biyokimyasal,
koloni morfolojisi ve diger mikrobiyolojik 6zellikleri degerlendirilir. Besi yerlerinden
izole edilen etkenlerin patojen olup olmadiklari daha sonra deney hayvanlarina enjekte

edilerek saptanir (Anonim, 1981; Aydin ve Akay, 1984; Pir Yagci, 2008).
2.5.4. Siitiin elektriksel iletkenliginin ol¢iilmesi

Mastitis olustugunda siitte Na“ ve Cl iyonlarmin derisiminde artis K+ iyon
derisiminde ve laktoz miktarinda azalma goriiliir. Bu degisiklikler sonucunda siitiin
elektriksel agidan iletkenligi artar. Iletkenlikteki bu degisiklik elde tasmnabilen cihazlar
ya da sagim sisteminde bulunan cihazlar yardimiyla Olciilebilir. Bilgisayarli sagim
sistemlerinde iletkenlik her sagimda dl¢iilerek kaydedilir. Elde edilen bilgilerin analizi
saglanarak elektriksel iletkenligi degisiklige ugrayan hayvan tesbit edilir (Hillerton,
2000; Viguier ve ark., 2009; Anonim, 2011). Fakat tek basma elektrik iletkenligi
mastitisin teshisi i¢in yeterli degildir (Pyorala, 2003). Siitteki elektrik iletkenligi; siitiin
miktar1, bilesimi, 1s1s1, mevsim, hayvanin irki, laktasyon donemi, bakteriyel flora, sagim
sikligt ve numunelerin sagim baslangici ya da sonunda alinmasma gore farklilik
gostermektedir (Bastan ve ark., 1997a; Bastan ve ark.,1997b; Bastan, 2002; Pir Yagci,
2008).

2.5.5. Biyokimyasal yontemler

Hayvan mastitis oldugunda meydana gelen ilk patolojik farklilik, siit i¢ersine
kandan alblimin gecisidir. Bunun yaninda siitiin pH’s1 igersine klor, sodyum ve
bikarbonat gecisinin artmasi ile degismektedir. Kazeinin sentezi diiserken, laktozun
sentezi tamamen durur (Ergun ve Mert, 1984; Alacam, 1990). Hasta olmayan hayvanin
siitline gore mastitisli hayvanin siitiinde glikojen ve histamin igerigi yiiksektir. Lokosit
miktarinin artmasi glikojen artigina sebep olur. Yangi sirasinda siit i¢ersine 6zgii olan

pek c¢ok enzimin aktivitesinde degisikliler olur. Siitiin sentezi ile ilgili goérev yapan
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enzimler azalirken yangiyla baglantili enzimler artar (Kilicoglu, 1984; Alacam, 1997,
Pir Yagci, 2008).

a. Enzimler:

Giliniimiizde kullanilmakta olan somatik hiicre sayimi, CMT ve mikrobiyolojik
inceleme gibi mastitis tan1 yontemlerinin yaninda kullanilmakta olan bazi enzimler de
bulunmaktadir. N-asetil-B-D glukozaminidaz (NA-Gase), laktat dehidrogenaz (LDH),
alkalen fosfataz (ALP) enzimleri tanida kullanilan enzimlerdir (Nizamlioglu ve ark.,

1989a; Nizamlioglu ve ark., 1989b; Nizamlioglu ve ark., 1992).
b. Mineraller:

Siit igerigindeki en Onemli mineraller sodyum, fosfor, kalsiyum, kiikiirt,
potasyum, magnezyum ve klor’dur. Siitte ¢inko, bakir, flor, manganez, demir, selenyum
ve molibden eser miktarda bulunabilir (Bastan, 2002). Mastitisli hayvanlarda mastitis
olusumu sonras1 miktarlar1 degisen baslica iyonlar potasyum, klor ve sodyumdur.
Bakteriyel enfeksiyon sonucu siit igeriginde K azalirken, C1" ve Na' derisimi yiikselir,
potasyumun diisiisii ile pH’da artar. Ayrica yangi sebebiyle siitteki yag igerigi de diiser
(Alacam, 1997; Bastan ve ark., 1997a; Bastan ve ark., 1997b). Subklinik mastitisli
koyunlar arasinda yapilmig bir arastirmada bu hayvanlardan alman siitlerdeki Na
derisiminin 6nemli oranda yiikseldigi, K~ derisiminde énemsiz degisiklikler meydana

geldigi belirtilmistir (Nizamlioglu ve ark., 1992).

Subklinik mastitisli koyunlarda yapilan bir c¢alismada mastitisli stitlerin
degerlerinin 6nemli derecede arttigi, degerlerinde meydana gelen degisimlerin ise
Oonemsiz oldugu belirtilirken, baska bir ¢aligmada ise hasta olmayan ve subklinik
mastitisli olan hayvanlardan alinan siit numuneleri arasinda sodyum ve klor derisimleri
bakimindan o6nemli farklar oldugu goriilmiis. Bunun sonucunda klor ve sodyum
derisimlerinin koyunlarda subklinik mastitis tanis1 i¢in Oteki yontemler ile birlikte bir

belirte¢ olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir (Pir Yagc1 ve Kaymaz, 2006).
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c. Diger yontemler:

Siit icersinde sitokin tespiti (Persson-Waller ve ark., 1997) ve Staph. aureus
antikorlarimi tespit etmek igin gelistirilmis olan siitte antikor tespiti (Hurley ve Morin,

2002) mastitisin tanisi i¢in kullanilmakta olan 6teki yontemlerdir.
2.6. Mastitisin Tedavisi

Mastitisli hayvanlarda tedavinin erken olmasi, tedavi i¢in uygun metodunun
secimi, uygulama sekli ve zamani 6neme haizdir (Kalkan ve Rigvanli, 1996). Mastitisin
hayvana verdigi zarar, yanginin meme lobunda meydana getirdigi zarara ve hayvanin
tedaviye karsi gosterdigi dirence gore degismektedir. Bu hastaliktan korunma daha
onemli ve ekonomik olacaktir (Alacam, 1984; Blowey, 1984; Philpot ve Nickerson,
1991; Deveci ve ark., 1994; Kalkan ve Rigvanli, 1996). Tiim hastaliklar i¢in oldugu gibi
bu hastalik i¢in de kontrol ve korunma, erken teshis ve etkili bir tedavi miicadele i¢in
onemli etkenlerdir. Hastaliktan korunmak i¢in hayvanin bulundugu ¢evrenin ve sagimda
kullanilan materyallerin temizligi, sagimdan 6nce ve sonra hijyen acisindan dikkat,
hayvanin sagim isleminin zamaninda ve diizenli periyotlar halinde yapilmasi, hayvanin
bakim ve beslenmesinde 6zen gosterilmesi, hastaliga sahip hayvanlarin ayrilmasi ya da

stirliye katilmamasi ve kuru donem tedavisi gibi yontemler Onem arz etmektedir

(Simsek, 2002).

flag kullanimi bu hayvanlarin tedavisi icin en etkili yol olarak gériilmektedir.

Tedavinin basarisi i¢in asagidaki noktalara dikkat edilmesi gerekmektedir:
-Tedavi siirecinin dogru belirlenmesi

-Tedavi i¢in kullanilan antibiyotigin se¢iminde yan etkisinin en az olaninin tercih

edilmesi

-Tedavi i¢in kullanilan antibiyotigin etkisinin artmasmi saglayacak destekleyici

uygulamanin yapilmasi
- Tlag dozunun ayarlanmasinda hayvanin bulundugu déonemin dikkate alinmasi

-Meme igersinde fibroz doku bulunurluguna dikkat edilmesi
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-Tedavide hijyen kurallarina dikkat edilmesi

-Meme loblarinin tiimiiyle bosaltilmasi (Alagam, 1984; Batu, 1991; Philpot ve
Nickerson, 1991; Deveci ve ark., 1994).

2.7. Mastitisten Koruma ve Kontrol

Hayvancilikta hayvan sahibi i¢in ekonomik olmasi en énemli durumdur. Hasta
hayvanin tedavisi zor olmakla birlikte ayn1 zamanda ekonomik agidan masraflidir. Bu
sebeple hayvani mastitis olmadan 6nce korumak ¢ok daha etkili bir yontemdir. Bunu
saglamak i¢in hayvani koruma ve kontrol yontemleri gelistirilmis ve etkili de

olmaktadir (Faull ve ark., 1984; Philpot ve Nickerson, 1991).

Bu yontemler:

1- Hayvanin bakim ve beslenme kosullarinin iyilestirilmesi

2- Mastitise sebep olacak etkenlerinin ortadan kaldirilmasi

3- Hijyen kurallarina tamamen uyulmasi (Schalm ve ark., 1971; Dodd, 1983).

Bu koruma ve kontrol yontemlerinin hayvan sahiplerince uygulanabilmesi i¢in,
hayvan yetistiricilerin egitilmesi gerekmektedir. Hayvana mastitis teshisi kondugunda
acil tedaviye baslanmali, eger hastalik ilerlemis ve tedavisi gii¢ ise bu hayvan siirii
icersinden ¢ikarilmalidir (Schalm ve ark., 1971; Faull ve ark., 1984; Batu, 1991; Philpot
ve Nickerson, 1991). Siiriiye siirii disindan gelen hayvan belli bir zaman karantinaya
alinarak bekletilmeli saglikli oldugundan emin olundugunda siiriiye katilmalidir.
Memesinde sekil olarak bozukluk olan hayvan siiriiden ayrilmalidir. Barmagin
bliylikliigli, hayvan sayisina uygun olmali bunun yaninda havalandirma ve 1siklandirma

sistemi de diizgilin olmalidir (Schalm ve ark., 1971; Deveci ve ark., 1994).

Sagim makinelerinin hijyenine dikkat edilmeli, sagimdan once ve sagimdan
sonra hayvanin memesi dezenfektan yardimiyla temizlenmelidir. Diizenli araliklarla
barinagin duvarlar1 ve zemini uygun bir dezenfektan ile yikanmalidir (Galton ve ark.,

1982; Faull ve ark., 1984; Deveci ve ark., 1994).
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2.8. Antioksidantlar

En dis orbitallerinde eslenmemis e bulunduran 6mrii kisa reaktif molekiil veya
atomlar serbest radikaller seklinde tanimlanir, serbest radikallerin etkilerini 6nlemeye
calisan yapilara ise antioksidant adi verilir. Serbest radikaller aslinda metabolizmanin
normal {riinleriyken, etki olarak gen mutasyonu, molekiiler degisim, doku hiicre yikimi
ve yaslanmaya sebep olmaktadirlar. En sik goriilen serbest radikaller; siiperoksit (O,),
hidrojen (H"), nitrojenoksit (NO), peroksit radikali (HO,), hidroksil (OH),
nitrojendioksit (NO, )’dir (Diindar ve Aslan, 2000 ).

Antioksidantlar bu serbest radikalleri elemine eden sistemlerdir. Radikal madde
tiretilmesinin engellenmesi, antioksidant savunma, serbest radikallerin yokedilmesi,
sekonder zincir reaksiyonlarini durdurmak, antioksidant madde kapasitesinin
yiikseltilmesi ve hiicre onariminda gorevli sistemlerdir. Seruloplazmin, A vitamini, C
vitamini, stiperoksit dismutaz, tokoferol, 1 glutatyon peroksidaz, glutatyon, glukoz, tirik
asit gibi yapilar antioksidant 6zellik gosteren maddelerdir (Diindar ve Aslan, 2000).
Alinan besinlerde bulanan vitaminler kanin vitamin ihtiyacin1 karsilayabilir. Siit
icersindeki ve diger besinlerdeki vitamin orani agirlik artisi, mortalite, enfeksiyonlara

kars1 korunmada ve iiremede 6nemlidir (Imik ve ark., 1998).
2.8.1. GSH (Glutatyon)

GSH (Glutatyon), ilk defa 1888 yilinda De Rey Pailhade eliyle saflastiriimas,
1921 yilinda Hopkins eliyle de kristallestirilmis ardindan 1929 yilinda kimyasal yapisi
ortaya konmus bir tripeptiddir (Goziikara, 1989). GSH’in yapisinda sistein, glisinden
ve glutamik asit bulunur (Tucker, 1971).
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Sekil 1. GSH’1n acik yapis1 (Stryer, 1994).
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Oksidasyon ve rediiksiyon olaylarinda, hiicre membraninda amino asitlerin
taginmasi iginde gorev yapmaktadir. GSH, glutatyonun rediikte halidir; buradaki SH

sisteindeki siilfidril grubunu gosterir ve yapinin fonksiyonel kismidir (Stryer, 1994).

Hiicreyi, reaktif oksijen c¢esitlerine, serbest radikallere, ekzojen ve endojen
kaynakli toksik yapilara karsi korumaktadir (Rose, 1984; Murray ve ark, 1993).
Glutatyonlarin ikisi disiilfit bag1 ile baglanarak okside glutatyon (GS-SG) olusur.
Olusan bu yap: sonradan pentoz fosfat gecidi ile sentezlenmis olan NADPH + H'

yapistyla reaksiyona girip, rediikte halini olusturur (Goziikara, 1989).

GS-SG + NADPH+ +H Glutatyon Rediiktaz > 2GSH + NAD+

Rediikte glutatyon, yapisinda serbest halde siilfidril grubu bulunduran bir
tripeptit yapisidir. Rediikte halinde eritrosit hiicre proteinleri ve hemoglobinin sistein
artiklarin1 koruyan bir siilfidril tamponu seklinde gorev yapar. Glutatyonun rediikte
yapisinin organik peroksitler ve H,O;,’in neden oldugu detoksifikasyon olaylarinda
hayati gorevi vardir (Murray ve ark, 1993; Stryer, 1994). Ayrica glutatyonun
eritrositlerin hiicre yapilarinin devamliligi ve hemoglobin yapisinda bulunan demirin
ferro degerliginde kalmasi i¢in de gerekli oldugu soylenmektedir. Icersinde daha az
miktarda rediikte glutatyon bulunduran hiicreler, hemolize olmaya daha yatkindir

(Stryer, 1994).

Hiicre icersinde toplam GSH proteine bagli ya da serbest sekilde bulunabilir.
Hiicredeki serbest GSH’1in 6nemli bir boliimii indirgenmis formdadir ve oksidatif stres
etkisiyle oksitlenmis forma doniisiir. Tekrar antioksidan savunma isi i¢in glutatyon
rediiktaz enzimi vasitasiyla indirgenmesi gerekmektedir (Pastore ve ark., 2003). GSH’1n
redoks kabiliyeti, rediikte ve okside formlarinin miktarlarinin oranina (GSH/GSSG)
baghdir. Esasen GSH/GSSG orami genelde 100°lin {izerinde bulunmaktadir, fakat
pekcok oksidatif stres modelinde GSH/GSSG oram1 1-10 araliginda goriilmektedir
(Chai ve ark, 1994). Glutatyonun organizmadaki vazifeleri, hiicreyi reaktif oksijen
tirevlerine kars1 savunarak hiicre icersinde redoks dengesini saglamak, hiicre
membraninin dengesini saglamak, amino asitlerin tasinmasi, DNA, protein sentezi ve
ksenobiyotiklerin organizmadan uzaklastirilmas1 gibi fizyolojik olaylarda gorev

yapmaktadir (Cavdar ve ark., 2006).
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Kanda bulunan GSH’in biiyiik bir ¢ogunlugu alyuvarlarda bulundugundan ve
rediikte Ozellikte oldugu i¢in alyuvarlart her tiirlii oksidatif zarara karst savundugu

bildirilmistir (Tucker, 1971; Kalaycioglu, 1984).

GSH alyuvarlarda {i¢ basamakli bir sistem ile sentez edilir. Sentez
basamaklarinda herhangi bir genetik bozukluk meydana gelmesi, GSH eksikligine
neden olur. (Tucker, 1971; Kalaycioglu, 1984).

Glutamat + Sistein + ATp __%Glutamilsistein sentetaz » Glutamilsistein

— »

Glutamilsistein + a-Glutamilsistein + Glisin +ATP __Slutatyon sentetaz

v

Glutatyon + ADP + Pi

Hiicrede membran yapisindaki doymamis yaglarin peroksitler vasitasiyla
oksitlenmesi sonucunda, patolojik degisiklikler olusur. Viicutta meydana gelen akciger,
kalp, sindirim, kas, savunma sistemi ile ilgili hastaliklar, arteroskleroz, yaslanma,
diabet, romatoit artrit, kanser gibi pek¢ok patolojik duruma serbest radikallerin sebep
oldugu diistiniilmektedir. GSH ¢esitli ilaglar ve karsinojenler gibi farkli toksik yapilara
kars1t dnemli bir savunma yapisidir (Sinclair ve ark., 1990; Janssen ve ark., 1993; Yagi,
1994). Koyunlarda yapilan bir calismada MDA diizeylerinin subklinik mastitis

durumunda artt1ig1 gézlenmistir (Zengin ve ark., 2017).
2.8.2. Seruloplazmin

Memeli ve kanatlilarda serumda bulunan bakirin biiyiik bir kismi bir a-globulin
protein olan seruloplazminin yapisinda bulunur. Curzon ve Vallet (1960)’e gore bu
protein, ilk defa 1948’de domuz ve insan plazmasindan Laurel ve Holmberg tarafindan

ayrilmis ve mavi rengi sebebiyle adi seruloplazmin olarak verilmistir.

Seruloplazmin molekil agirligr 130.000 daltondur ve bakiri biinyesine baglayan
bir glikoproteindir. Yakin zamanda yapilan klinik ¢alismalar, seruloplazminin 124-134
bin daltonluk bir molekiil agirligima sahip oldugu ve seruloplazmin molekiili
dissosiasyon kamgilayici etkenlerle karst karsiya kaldiginda molekil agirligr sirayla

16.000, 53.000 ve 69.000 olan 3 alt {inite (L, H, HL) olustugu, aminoasit olarak N-
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terminal ucunda valin ve lizin igeren L,H, tetramerinden meydana geldigi ileri

stiriilmiistiir (Cederbland, 1979).

Seruloplazmin karacigerde bulunan paransim hiicreleri tarafindan sentez edilir
(Amer ve ark., 1975; Chang ve ark., 1975; Chang ve ark., 1976). Insanlarda
seruloplazmin sentezi fetusta dollenmenin 32. giinii itibari ile basladig bildirilmistir.
Domuzda durum farklidir onlarda fotusta sentez olmamaktadir. Ancak dogumdan 10-
15 saat sonra Olgiilebilir seruloplazmin etkinligi saptanabilmektedir (Chang ve ark.,
1975). Insan serumunda seruloplazmin miktar1 dogum gerceklestikten sonra artar ve

yetiskin insanlarin miktarina 1-2 sene igerisinde ulasir (Cederblad, 1979).

Gebelik donemde de serumda seruloplazmin miktar1 artmaktadir. Burrows ve
Pekala, (1971) insanlarda gebelikte serumda seruloplazmin diizeylerinin gebeligin
baslamasiyla arttig1 ve en iist seviyeye 22. haftada geldikten sonra miktarinin azaldigi,
dogumdan once miktarinin tekrar arttigini saptamuslardir. Ancak yapilan basgka bir
calismada serum seruloplazmin miktarinin gebelikte iigiincii aydan itibaren artmaya
basladig1 ve dordiincii ayda en list seviyeye ulastig1 dogum 6ncesinde de miktarinin yine

azaldiginm bildirmektedirler (Hankievicz ve Sevecek, 1974).

Serum seruloplazmin varligi organizma igersinde bakir depolar ile birbirine
bagimhidir ve serumdaki seruloplazmin varliginin %97 oraninda azalmasi depo
organlarinda bakirin tilkendigini gdstermektedir. Ayni arastiricilar bu sirada serum bakir
miktarindaki diisiisiin %46 dolayinda bulundugunu bildirmislerdir (Kirschgessner ve
ark., 1978). Bakir yetmezligi olan sicanlarda serum seruloplazmin etkinlikleri serum Cu
degerlerine oranla daha hizli bir dliisme gosterir ve degerlerde saptanamayacak seviyeye
diiser. Bu sicanlara bakirin oral veya parenteral formlari verildiginde ise seruloplazmin
etkinliklerinde yine serum degerlerine gore daha hizli bir artig goriiliir (Davies ve

Wabhle, 1978; Malinowska, 1986).

Bakirin antiagonisti olarak etki gosteren CaCOj3, Pb (Hemingway ve ark., 1962;
Roberts, 1978), Zn, Mo, S (Roberts, 1978), Cd (Ghergariu, 1978) gibi maddeler
seruloplazmin diizeylerinde azalmaya sebep olurlar. Bu durum Ilari (1975)’ye gore,
bakirin kimyasal kompleksler seklinde baglanma yatkinlifiyla aciklanabilir.

Selenyumun oral olarak alinmast ile serum seruloplazmin diizeylerinin hizla azaldig, bu
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halin karaciger icersinde depolanmis olan selenyumun seruloplazmin biyosentezini

aksatmasi sonucu olabilecegi bildirmektedirler (Amer ve ark., 1975).

Seruloplazmin hiicre dist  bir antioksidandir, siliperoksit radikallerini
notrlestirirken (Byung, 1994), serbest oksijen radikallerini ise kendi yapisina baglayip

zincirlerini kirarak fonksiyonlarini engelleyici bir etki gosterir (Akkus, 1995).
2.8.3. A Vitamini

A Vitamini, retinol olarak adlandirilan bir alkol tiirevidir, all-trans ya da 11-cis
izomerleri seklinde 6zellikle karacigerde bulunmaktadir. (Montgomery ve ark., 1996).
Saf olarak, sar1 kristaller seklinde bulunur. Aseton, kloroform, kati ve sivi yaglar

icersinde kolayca erirken su igerisinde erimez (Mert ve ark., 1999).

B-karoten A vitamininin metabolik olarak oncli maddesidir, bir bitki pigmenti
olan karotenoidler ailesinin iiyelerinden biridir. [-karoten, siiperoksit radikallerini
temizler, singlet oksijeni bastirabilir ve peroksi radikalleri ile direkt olarak etkilesime

girip antioksidan etkiye sahip oldugu bulunmustur (Akkus, 1995).

H5C H3 CH; CH;
YA YA YA R
CH,

R =-CH, -OH = Retinol = Vitamin A; alkol

R =-CO —H = Retinal = Vitamin A, aldehit

R = -COOH = Retinoik asit = Vitamin A, asit
Sekil 2. Vitamin A’nin yapisi (Mert ve ark., 1999).

Oksijen ve ultraviole 1s1na kars1 hassastir, fakat 1sidan ¢ok etkilenmez. Vitamin
A Sar kristaller halindedir ve karotinlerden olusur. Vitamin A’nin 6ncli maddesi olan
ve provitamin olarak isimlendirilen karotinler B-iyonon halkasi igerirler. B-karotin iki
basta birer tane B-iyonon halkasi bulundurur ve oksidatif olarak pargalanarak iki

molekiil A vitamini agiga ¢ikarir. Ancak y-karotin ve a-karotin’lerden bir molekiil A
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vitamini olusturur. A Vitamini primer bir alkol grubu ve pek ¢ok doymamis bag olan
yapidan olusur. A vitamini bliylimede gorevlidir, aldehit (retinal), alkol (retinol) ve asit
(retinoik asit) olarak 3 formda olabilir. Vitamin A dogal olarak iki sekilde bulunur. Bu
yapilar; retinol (A;) ve 3-dehidroretinol (A;)’diir. Memeliler aktif olarak A vitamin
sentezleyemedikleri i¢in, provitamin seklinde aldiktan sonra aktif hale doniistiiriirler.
Bazi tiirlerde kaslarda az miktarda karotinoid bulunur. Yapisinda klorofil bulunan
bitkilerde, bol miktarda karotinoid bulunur. Karotinoidler A Vitamininin provitaminidir
ve bitkilerce sentezlenir. Vitamin A; memelilerin karacigerinde, tuzlu suda yasayan
baliklarda yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Vitamin A, tatli suda yasayan baliklarda
bulunur. Ot, siit, yesil, yonca, kolostum, yumurta sarisi, tereyagi, yapilarinda bol

miktarda A vitamini bulundurmaktadirlar (Mert ve ark., 1999).

Vitamin A’nin gérme olayindaki esas etki ettigi nokta goziin karanliga
adaptasyonunu saglamaktir (Mert ve ark., 1999). Gorme olayinda, retinadaki
fotoreseptdr hiicreler olan, konlar ve rodlar islev goriir. Konlar renkli goriisii saglarken,
rodlar siyah-beyaz goriisii saglar. Bu iki hiicrede goriilebilir pigmentlerin olusumu i¢in
A vitaminine ihtiya¢ duyar. 11-cis-retinal ile opsin proteini serbest amino grubunun
yapmis oldugu schiff bazi araciligi ile birleserek gorme pigmenti olan rodopsini
meydana gelir. Rodopsin, 15181 absorbe ettigi zaman 11-cis-retinal’e doniigiir. Bu
izomerlesme, opsin proteini icersindeki konformasyonal degisiklikle alakalidir. Bu
durum, sinyali sinir uyarisina doniistiiren G protein adiyla bilinen heterotrimerik guanin
trifosfat-baglayan proteinin aktiflesmesini saglar. Sonrasinda all-trans-retinal opsinden
ayrilir ve aldehit grubunun indirgenmesi sonucu primer alkolii olan all-trans-retinol
meydana gelir. Retinol dolasim icersine katilarak karacigerde depolanir. Ihtiyac halinde,
retinol tekrar dolagima katilir ve retina ile all-trans retinal’e sonrasinda da izomeri olan
11-cis-retinal’e doniistiiriilmek lizere alinir. 11-cis-retinal, opsin ile rodopsin’i tekrar
meydana getirmek i¢in birlestigi zaman dongii tamamlanmis olur (Montgomery ve ark.,

1996).

Renkli goriis hem kon hem de rod hiicrelerinde birbiriyle hemen hemen ayni
fotokimyasal olaylar ile gergeklesir. Ancak, kon hiicrelerinden her bir li¢ farkli renge
duyarli pigment iegersinden yani, mavi (430 nm), yesil (540 nm) ve kirmizi (575

nm)’dan sadece birine sahiptir. Bu {i¢ pigment aynmi 1l-cis-retinal pargasini
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bulundururlar ancak opsinleri birbirinden farklidir. Bu pigmentlerden her bir degisik
maksimum absorbsiyon dalga boyuna sahip oldugundan fotokimyasal reaksiyonu,
kendisini uyarmakta olan 1s18in {i¢ primer renk bileseninden yanlizca bir tanesine
karsilik vermektedir. Bir kez aktivasyon saglaninca, ayni rodlardaki rodopsin ile olan

sekilde gorme dongiisii devam eder (Montgomery ve ark., 1996).

Yanlizca giin 1s18inda gorebilen canlilar, Ornegin gilivercinler yanliz kon
hiicreleri bulundururlar, alacakaranlikta veya gece goren canlilar, mesela baykuslar

sadece rod hiicrelerine sahiptirler (Ersoy ve Baysu, 1986).

A vitamini replasmani; fotokimyasal olaylarda vitamin A kullanildig igin,
vitaminin siirekli olarak disaridan diyet ile alinmasi1 gerekmektedir. Eksiklik durumu,
vitamin A’nin kanda miktarinin azalmasi ile sonuglanir ve rodopsinin 1s1§a maruz
kalmasi sonrasinda yenilenmesi i¢in gerekli zaman artar. Karanlia uyum saglama
seklinde isimlendirilen bu siire¢, dokularda vitamin A miktar1 az oldugu durumlarda
yavaglar. A vitamini karaciger icersinde yiiksek miktarda (0,2-2,0 umol/g karaciger)
depolanir, klinik sorunlara sebep olacak siddette eksiklik, en azindan birka¢ ay kadar

uzun zamanlar devam etmedigi takdirde gézlenmez (Montgomery ve ark., 1996).

Vitamin A yetersizligi durumunda, gorme, gelisme, bliylime ve epitel hiicrelerin
farklilasmasinda diizensizlikler meydana gelir. A vitamininin eksikligi kanser riskini
arttirmaktadir. Ostrus siklusunda diizensizlikler, bobrek bozukluklari, plasentada
gelisim eksikligi, fotal rezorbsiyon, liremede eksiklik ve kongenital bozukluklar A
vitamini eksikligi durumunda olusan bozukluklardir. Retinada meydana gelen
dejeneratif bozuklugu izleyen ilk semptom karanliga adaptasyonda yetersizlik ve gece
korligiidiir. Bunu izleyen siirede, gézde kseroftalmi ve géz konjuktivalarinda kurumalar

meydana gelir. Bu durumlar A vitamini takviyesi ile diizelmez (Mert ve ark., 1999).

Daha tehlikeli olarak goriilebilen bir baska bozukluk ise korneada
keratinlesmesidir. Bozukluklar goriilmesinin sonrasinda korliikk olusur. A vitamini
yetersizligi sonucu bagisiklik sisteminin bozulmasi ve direncin diismesi hastaliklarin
daha kolay goriilmesini saglar. A vitaminin viicuda fazla miktarda alinmasi sonucunda
semptom olarak once kemiklerde lezyonlar goriiliir. Yanlis A vitamini uygulamalarinda

veya fazlaligi durumunda hipervitaminozis olayr gozlenir. Pek ¢ok hayvanin giinliik
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olarak ortalama A vitamini gereksinimi kilogram basina 100-200 IU'dir (IU/kg/giin).
Eriskin insanlar i¢in A vitamini gereksinimi giinlilk 1000 mg’dir. Hayvanlarda verilen
besinlerin kuru maddesinde 300—-10000 IU A vitamini bulunmasi gereklidir. 0,3 mg A
vitamini, bir I[U A vitaminine denk gelmektedir. Gebelik ve laktasyon siireclerinde bu

gereksinim kiktarlar1 daha fazla artmaktadir (Mert ve ark., 1999).

Lenfositler gibi bagisiklikta onemli goérevi olan hiicrelerin farklilagsmasi igin
vitamin A gereklidir. T lenfositlerin aktive edilmesi i¢in de all-trans retinoik asidin

retinoik asit reseptoriine baglanmasi gereklidir (Basu ve Dickerson, 1996).

A vitamini eksikligi duktal ve alveolar meme epitellerinde gelisim
bozukluklarma sebep olarak bagisikligin zayiflamasina ve mastitisin siddetinin
artmasma neden olur (Nockels ve Blair ,1996). A vitamini giiclii bir antioksidan

olmamakla birlikte immiin sistemin pek¢ok etkisinde gorev alir. (Weiss ve ark., 1997).
2.8.4. E Vitamini

Vitamin E’nin kesfi ilk olarak 1921 yilinda olmustur. Daha sonra zaman
icersinde tanimlanip saflastirilmistir. Tokoferoller de denen E vitamini bugday
embriyosu ve bitkisel yaglardan elde edilir. Tokoferol aslen yunanca bir sézciiktiir. E
vitamini etkisi gosteren ve bitkilerden elde edilen 8 adet dogal tokoferol bulunmaktadir
(o, B, v, O, €1, &2, &, m). Tokoferollerin tiimii tokol cekirdeginden tiiremektedir.
Tokoferollerdeki farklilik tokol ¢ekirdeginin degisik yerlerine metil grubunun
baglanmasindan dolayidir. Yan zincirlerinde doymamis baglar bulunmaktadir. Tabiatta
en fazla buluna tokoferol; a tokoferoldiir. Bundan dolay1 tokoferollerin etkileri de
farklidir. Vitamin E, sadece karacigerde depolanmaz. Bu vitamin g¢ogunlugu yag
dokusunda olmak {izere biitiin dokularda depolanir. Tasimnmasi i¢in ayrica 6zel bir
proteine gerek yoktur. Tokoferoller, suda erimezler, sarimsi renkte yaglar olup ve

oksitlenmeye kars1 duyarhdirlar (Mert ve ark., 1999).
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CH;

Sekil 3. a-Tokoferol (5,7,8- trimetil tokol)’iin kimyasal yapis1 (Mert ve ark., 1999).

Oral yolla alinan tokoferol genellikle iyi absorbe edilir. Yaglar ve safra tuzlar
vitamin E’nin absorbsiyonunu kolaylastirir. Tokoferoller safranin yardimiyla ince
barsakta emiilsiyon haline gelir ve ardindan absorbe olurlar. Vitamin E sindirim
sistemine alindiktan birkag saat sonra Maksimum absorbsiyon goriiliir. Bozulmus yaglar
vitamin E’yi oksidasyona ugratarak bozulmasina sebep olur. Mineral yaglar ise bu
vitaminin absorbsiyonuna mani olur. Vitamin E plazmada B-lipoproteinlere baglanarak
tasinir. Tokoferol safra ile nispeten kiiciik miktarlarda atilir. Insanlara yiiksek dozda
tokoferol verildikten sonra idrarinda metabolitleri 2-(3-hidroksi—3-metil-5-karboksi
pentil)-3.5.6-trimetil hidrokinon ve tokoferoliin gama laktonu izole edilmistir (Karagiil

ve ark., 2000).

Vitamin E karaciger ve yag dokularinda depo edilir. Depolama miktari cinsiyete
ve yasa gore degisir. Yas artikga depolama kapasitesi artar. Ayrica disi hayvanlarin
bircok organlarinin erkek hayvanlara oranla daha fazla miktarda vitamin barindirdigi
bulunmustur. Biitiin hayvanlarda vitamin E miktarinin en fazla oldugu yerler hipofiz,
adrenal bezler ve uterus olarak goriilmiistir. Vitamin E, vitamin A’nin aksine
plasentada da depolanir. Fakat fotlise transferi ¢ok sinirlidir ve yeterli degildir. Hiicre
igerisinde ise tokoferol mitokondri, mikrozom ve lizozomlarda konsantre olur (Karagiil

ve ark., 2000).

Diger vitaminlerden farkli olarak tokoferol gorevini tamamladiktan sonra
yeniden sisteme dahil olmaz. Bu vitamin hiicredeki biyolojik gorevini devam ettirmek
icin silirekli olarak yenilenmelidir. Tokoferoliin antioksidan etkisi ozellikle yiiksek

oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan dolay1 yiiksek oksijen basincina maruz
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kalan lipit yapilarinda, mesela eritrosit membranlarinda solunum sistemi

membranlarinda yogunlagsmiglardir (Kesseb ve Hamliri, 1986).

Vitamin E’nin Oncelikle en Onemli islevi antioksidant etkili olmasidir.
Membranlar i¢inde bulunan doymamis yag asitlerinin oksitlenmesini engelleyen
vitamin E, membranlarda olusabilecek yikimlanmay1 engellemektedir. Membranda
bulunan fosfolipidlerin doymamis yag asitleri boliimii, flavoprotein oksidaz tarafindan
meydana getirilen hidrojen peroksit {retimiyle oksitlenir. Evcil veya deney
hayvanlarinda oncelikle meydana gelen bozukluklar, embriyo, karaciger, bdbrek,
yumusak doku, pankreas ve iskelet kaslarinda goriiliir. Oksidasyon esnasinda ortaya
cikan siiperoksit, diger radikaller ve peroksit, membran enzimleri sitokrom P450
oksidaz ve ksantin oksidaz tarafindan katalizlenir ve diger proteinlerle serbest
radikalleri meydana getirir. Bu serbest radikaller daha sonra mikrozomal, mitokondriyel
ve hiicre membranlar1 fosfolipidlerinin doymamis yag asitlerini okside ederek

bozukluklarin olusmasina sebep olur (Mert ve ark., 1999).

Vitamini E, oksijene duyarli bir vitamin olan A vitaminin par¢calanmasina engel
olarak viicudun A vitamin ihtiyacinin daha yliksek bir diizeyde karsilanmasini saglar

(Ersoy ve Baysu, 1986; Karagiil ve ark., 2000).

Tokoferol hem disilerde hem de erkeklerde iireme icin gereklidir. Aksi halde
germinal epitellerde tedavisi imkansiz bir dejenerasyon ortaya ¢ikar. Disiler gebe kalsa

bile embriyo 6liir ve rezorbe edilir (Ersoy ve Baysu, 1986; Karagiil ve ark., 2000).

Bitkisel yaglarda E vitamini bol miktarda bulunmaktadir. Vitamin E’nin bol
bulundugu besinler karaciger, yumurta, siit ve siit irilinleridir. Bu besinlerin yetersiz
alinmas1 durumunda eksiklik belirtileri ortaya ¢ikar. Gidalarla doymamais yag asitlerinin
fazla alinmasi E vitamin ihtiyacini arttirir. Yagda eriyen bir vitamin oldugu i¢in lipit
emilim bozukluklarinda vitamin eksikligi ortaya olusabilir. Noksanlik durumunda
eritrositlerin peroksidasyona duyarliligi artmakta ve bu nedenle anormal hiicre

membrani olugmaktadir (Mert ve ark., 1999).

Lipit sindiriminin, absorbsiyonunun veya transportunun etkilendigi herhangi bir

durumda E vitamin eksikligi meydana gelebilir. Kolestatik karaciger hastaliklar1 ve
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kistik fibrosis E vitamini ekikligi ile meydana gelen en genel kronik malabsorbsiyon
sendromlaridir ve serum vitamin E seviyesi siddetli yag malabsorbsiyonu sebebiyle

abetalipoproteinemiye sahip hastalarda sik sik belirlenememektedir (Moslen, 1994).

E vitamininin uzun siireli eksikliginde progresiv norolojikal sendrom
belirlenmistir. Boylece vitamin E’nin sinir sisteminin ve iskelet kaslarinin islevlerini
devam ettirmesi ve optimal gelisiminde ne kadar 6nemli oldugu belirlenmis olmaktadir.
Aragtirmalar gostermistir ki kuvvetli vitamin eksikligi olan hastalarda vitamin E ihtiyac1
diger endojen ve eksojen antioksidanlar tarafindan karsilanamamaktadir. Vitamin E
eksikliginde olusan ndrolojikal disfonksiyon cocukluk doneminde tedavi edilebilir.
Vitamin E eksikligi ayn1 zamanda prematiire dogumlara da sebep olabilir. Bunlarin
yaninda calismalar gostermistir ki uygun serum vitamin E diizeyini, vitamin E takviyesi

ile bagsarmak miimkiindiir (Pecker ve Landvik, 1990).

Mastitiste vitamin E; Zn, Mn, Se gibi eser elementler ile beraber bagisiklik

sisteminin giiglenmesinde etkindir (Nockels ve ark., 1976).

Intraperitoneal ve intraruminal E vitamini enjeksiyonu yapilan koyunlarda
adrenal bez, kalp, bobrek, karaciger, akciger, pankreas ve dalagin E vitamini yoniinde
yapilan 15 analizinde; dokularda en yiiksek E vitamini konsantrasyonunun
intraperitoneal enjeksiyon yapilan grupta elde edildigi ve E vitamininin biyolojik
yararliligimin saptanmasinda en uygun indeksin kan plazmasi oldugu bildirilmistir
(Hidiroglu ve Charmley, 1990). Mastitisli ineklerde E vitamini uygulamasindan sonra
mastitisli ve tedavi gruplar arasinda Na, Ca ve K (p<0.05) istatiksel olarak farkli
bulunurken, LDH, trigliserit, albumin, kreatin, total protein ve kolesteroliin farkinin ise

onemsiz oldugu saptanmistir (Simsek ve Aksakal, 2005).

Vitamin A, vitamin E, B-karoten, selenyum (Se), ¢cinko (Zn) ve bakir (Cu) igeren
antioksidan aktivite ile ilgili olan mikrobesinlerin klinik mastitisin stirekliligini,
siddetini ve goriilme sikligim1 azaltabildigi belirtilmistir (Erskine ve ark.,1989).
Mastitisli sagmal sigirlarda A vitamini noksanlig1 duktal ve alveoler meme epitellerinde
gelisim  bozukluklarma yol agarak immiinitenin zayiflamasina ve mastitisin
siddetlenmesine neden olur (Nockels ve ark., 1976). A vitamini immiin sistem

fonksiyonlart iizerinde etkili olup noksanliginda IgG ve IgM seviyeleri diiser ve
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immiinitedeki aksamadan dolayr hayvanda sekonder enfeksiyonlar gelisir. Siit veren
sigirlarin saglikli olmalart ve immiin fonksiyonlarinin giliglenmesi i¢in rasyonlarina vit

A katilmasi 6nerilir (Kizil ve Altintas, 2000).
2.8.5. C vitamini

1790 yillarindan beri bilinen vitamin C 1933 yilinda C. Glen King tarafindan
limondan izole edilmistir. izole edilmesinden hemen sonra kimyasal yapisida
aciklanmistir. Suda eriyebilen askorbik asit, beyaz kristaller halinde, kat1 yapida olup
yagda ve organik eriticilerde erimez (Mert ve ark., 1999). C vitamini (askorbik asit),
kapali formiilii C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Ozellikle yesil renkli taze sebze, meyve
ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Ince bagirsaklardan kolayca emilir.
Dondurulmaya dayanikli, Isitilmaya ise dayaniksizdir. Plazma konsantrasyonu 0.5-1.5
mg/dl kadardir (Akkus, 1995). Vitamin C memelilerde karacigerde, kuslarda, kurbaga
ve siiriingenlerde ise bobreklerde sentezlenir. Oksidasyona karsi olduk¢a duyarli olan

vitamin C pisirme ve depolama sirasinda kayba ugrar (Mert ve ark., 1999).

o=
ﬁ—OH ! ﬁ_OH 0 <_L> ?Iio 0
C— OH C—OH lC =0
- - -
HO—%—H HO—?—H HO_(|:_H
CH,OH CH,0H CH,OH
Askorbik asit L- Askorbik asit L- dehidroaskorbik asit

Sekil 4. Askorbik ve L-askorbik asidin L- dehidroaskorbik aside doniistimii.

Cogu doku ve plazmada askorbik asit, askorbat seklinde bulunur.
Dehidroaskorbat, fizyolojik pH’da glutatyonla ya da enzimatik olarak glutatyon
dehidroaskorbat oksidorediiktaz tarafindan askorbata indirgenir (Akkus, 1995).

Bagirsaklardan vitamin C’nin emilmesi monosakkaritlerin emilmesi gibidir. Bu
vitamin hiicreye girmeden once dehidroaskorbik asit seklinde, hiicreye alindiktan sonra
askorbik asit seklini alir. Askorbik asitin emilimi daha ¢ok dehidro sekline doniistiigii
yer olan midede olmaktadir (Mert ve ark., 1999).
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Insanlarda C vitamininin disaridan alinmas1 gerekmektedir. Ciinkii vitamin C
sentezini saglayan L-glunogamalakton oksidaz enzimi bulunmamaktadir. Viicuttaki
vitamin C depolar1 yavas yavas tiiketilir. Bu sebeple diyette vitamin C eksikligine bagl
olarak bas gosteren Skorbiit hastalifinin ortaya ¢ikisi i¢in en az 3-4 aylik bir siire

gerekir (Lunce ve Blake, 1990; Ozdener ve Celik, 1993).

Organizmada C vitamini indirgeyici ajan olarak birgok hidroksilasyon
reaksiyonlarinda gorev yapar. Kollagen sentezinde lizin ve prolin’in hidroksilasyonu
icin CC vitaminine ihtiya¢ vardir. Epinefrinin tirozinden sentezinde dopamin [3-
hidroksilaz basamaginda, tirozinden sentezinde p-hidroksi-fenil pirlivatin homogentisata
oksidasyonunda ve safra asitlerinin olusumunda 7 a-hidroksilaz baslangi¢ basamaginda

gereklidir (Niki,1991).

C vitamini ¢ogu dokuda, timus, adrenal korteks, hipofiz ve korpus luteum gibi
bezlerde plazmada bulunan miktardan 20-30 kat daha fazladir. Insanlarda 100 ml kanda
1.0 mg C vitamini bulunur. Yarilanma 6mrii 16 giin olan Vitamin C’nin bilinen en
onemli gorevi, p-otokollogen hidroksilaz i¢in kofaktor olarak gorev yapmasidir. Bu
enzim konnektif doku proteinlerindeki peptidlerde hidroksilasyon olayinin olusmasini
saglar. Kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Antioksidan olarak oksidasyon ve rediiksiyon
olaylarinda gorev yapar. Bazi durumlarda demir ve bakir kofaktor olarak kullanilir

(Champe ve Harvey, 1997).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Canh materyal

Bu calisma icin canli materyal olarak Van Ili Caldiran Ilcesi Toprakseven
kdyiinde bulunan bir ¢iftlikteki ayn1 beslenme ve bakim sartlarina sahip, laktasyonun ilk
donemindeki, 3-5 yas araligindaki toplam 30 Akkaraman koyunu kullanildu.

Baslangigta siiriide bulunan tiim koyunlara klinik muayene gergeklestirildi,
koyunlar igersinden memelerinde kronik ya da akut yangi belirtisi olmayanlar ile genel
bir enfeksiyonu bulunmayanlar ayrildi. Koyunlar icerisinden segilenlerin siitleri mastitis
indikator kagidi ve CMT ile degerlendirilerek mastitis teshisi yapildi (Housawi ve ark.,
2008; Megersa ve ark., 2010). CMT ve mastitis indikator kagidi ile negatif sonug
gosteren saglikli 10 koyun kontrol grubunu, pozitif sonu¢ veren 20 koyun ise deneme

grubunu olusturdu.
3.1.2. Kullanilan alet ve malzemeler

Spektrofotometre (Perkin-Elmer Lambda 1 A UV \ VIS)
Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) (Agilent 1100 serisi, Germany),
HPLC kolonu (C-18, 250x4,6 mm, Ace, Scotland),
HPLC enjektorii (Hamilton, 50 pl).

Millipore vakum pompasi

Azot gazi tanki

Vorteks (MS2 Minishaker)

Sicak su banyosu (BM 101 Niive)

Derin dondurucu (Ugur)

Cam tiip (Antikoagulantlr)

Sogutmali santrifuj (Heraeus Sepatech Minifuge RF)
Hassas terazi (Bosch S 2000)

Otomatik pipet (Socorex micropipette)

Tiip (Eppendorf)
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Plastik santriifiij tiipleri

3.1.3. Kimyasal maddeler

Rediikte glutatyon (GSH)(Boehringer-Mannheim)
Metafosforik asit (HO3P) (Sigma)

5-5’-Ditiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) (Sigma)
Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)

Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)(Merck)
Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,) (Merck)
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO4) (Merck)
Retinol standardi (Sigma),

a-tokoferol standard1 (Sigma),

Etanol (C,HsOH) (Merck),

Metanol (CH3;0H) (HPLC Grade) (Merck),

n-Hekzan (C¢H,4) (Merck),

3.2. Yontem

3.2.1. Mastitis indikator kagt ile siitiin incelenmesi

Enfeksiyon oldugunda siitte meydana gelen asidite degisikligini dlgmek i¢in
mastitis indikatdr kagitlarindan yararlanilabilir. Bu amagla, klinik muayene edilerek
secilen koyunlarin siitleri mastitis indikatdr kagit ile degerlendirildi. Oncelikle
hayvanlarin memeleri alkolle 1slatilmis bez ile temizlendi. Memedeki ilk siit disariya
bosaltildi. Daha sonra meme lobunun altina yaklastirilan mastitis indikator kagidinin
(BOVI-VET, indicator paper, Kruuse, Denmark) sar1 renkteki dairesel boliimiine 2
damla siit damlatildi, diger meme lobundan da 2 damla siit sonraki bdliime akitildi

(Sekil 5). Bir siire bekledikten sonra mastitis indikatér kagidindaki renk degisikligine
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bakildi. Sar1 olan dairesel bolgelerde herhangi bir renk degisikligi gézlenmeyen (negatif
sonu¢) koyunlar kontrol grubunda kullanilmak iizere ayrildi. Dairesel alandaki sar1 renk

yesile veya mavimsi yesile donen (pozitif sonug) koyunlar ise deneme grubunda yer
aldi.

Sekil 5. Mastitis indikator kagidi.
3.2.2. CMT’in yapihs1

Mastitis indikator kagidi ile degerlendirilen koyunlarin siitlerinde CMT de
yapildi. CMT kabu1 sicak su ile yikanip kurutuldu (Sekil 6).

Sekil 6. CMT solusyonu ve kabi.

30



Secilmis olan koyunlarin memeleri alkolle (%70) 1slatilmis bir bez ile temizlendi
ve kagit havlu ile kurutuldu. Memedeki ilk siit disartya bosaltildi. CMT kabinin A
boliimiine bir meme lobu 5 kez sagilmak suretiyle siit birakildi. B boliimiine de diger
meme lobundan ayni miktarda siit konuldu. Daha sonra siitlerin iizerine CMT
sollisyonundan (Kruuse, Denmark) 5 damla A, 5 damla da B boliimiine damlatildi.
Dairesel hareketlerle siit ile sollisyonun karistirilmast saglandi. A ya da B kabinda bir
¢Okelme oldugunda veya siitiin kivami koyulastigi zaman, sonug¢ (+) kabul edildi ve
mastitis tanist konuldu. Sayet siitiin kivaminda bir degisiklik yoksa sonug¢ (-) olarak
degerlendirildi ve bu koyunlar kontrol grubuna alind1. Islem yapilan CMT kabindaki A
ve B boltimleri yikandi ve kurutuldu. 2. koyunda ayni1 islem C ve D bdliimiinde yapildi.

3.2.3. Kan orneklerinin alinmasi

Kan ornekleri tiim koyunlarda vena jugularisten usuliine uygun olarak 10 ml’lik
heparinli ve antikoagulantsiz cam tiliplere alindi. Heparinli tiipe alinan kanlar alt {ist
edilerek kanin antikoagulant ile karigmasi saglandi. Kanlarin serum ve plazmasi 2500
devirde 10 dk. santrifiij edilerek ¢ikarildi ve analizler yapilincaya kadar -18 °C’ de

serum ve plazmalar saklandi.

3.2.4. Rediikte glutatyon (GSH) tayini
Prensip:

Antikoagulantli kanin distile su ile hazirlanan hemolizinde, siilfidril (SH)
tasimayan tiim proteinler ¢oktiiriicii (presipitasyon) ¢ozelti ile ¢oktiiriildii. indirgenmis
glutatyon (GSH), elde edilen berrak sivida siilfidril gruplarinin DTNB (5°,5°-(2-ditiobis
nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonucu sar1 rengin olusumu ile Olgiildi.
Antikoagulanth kanlarda indirgenmis glutatyon seviyesi ol¢limii, 24 saat igerisinde,
spektrofotometre’de 412 nm’de gerceklestirildi (Beutler ve ark., 1963; Rizzi ve ark.,
1988).
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Aywraclar

1. Coktiiriicii Cozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g EDTA, 30 g NaCl 100 mI’

ye distile suda eritilerek tamamland.
2. Fosfat ¢6zeltisi: 0.3 M disodyum fosfat distile su ile hazirlandi.

3. DTNB (Ellman’s ayiraci): 40 mg DTNB, % 1’lik sodyum sitrat ile 100 ml’ye

tamamlandi.
Deneyin yapilisi

Antikoagulantli tiim kandan 200 ul alind1. Uzerine 1,8 ml distile su eklendi ve
hemoliz gerceklestirildi. Coktiirlicii ¢ozeltinin 3 ml’ si ile hemolizat karistirildi. Bes
dakika bekleme sonrasi, karisim Whatman siizge¢ kAgidindan siiziildii. Ornek
numuneden elde edilen siipernatantin 2 ml’ si baska tiipe aktarildi. Uzerine 8 ml fosfat
cozeltisi, 1 ml DTNB ayiract eklendi. Blank i¢in 2 ml ¢oktiiriici ¢ozelti (3 kisim
coktliriicli ¢ozelti+ 2 kisim distile su), 8 ml fosfat ¢ozeltisi ve 1ml DTNB ayiraci tiipe
alinarak hazirlandi. Standart i¢in, 40 mg/100 ml distile su GSH ¢ozeltisi taze olarak
hazirlandi. Boeco S-22 UV/Vis spektrofotometresinde 412 nm’de blanke kars1 standart

numunelerin optik dansiteleri okundu. Sonuglar mg/dl tiim kan olarak hesaplandi.
3.2.5. Seruloplazmin tayini
Prensip

Serumda seruloplazmin tayini spektrofotometrik olarak modifiye Ravin

metoduna gore gergeklestirildi (Ravin, 1956).
Kullanilan cozeltiler

1- 0.34 M’ lik asetat tamponu (pH 5,6): 1.34 ml glasiyel asetik asit ve 26.44 g

sodyum asetat distile suda eritilip, distile su ile 1 It’ ye tamamlandi.

2- 7.95 M’ lik fenilendiamin substrat ¢ozeltisi: 36 g fenilendiamin dihidrokloriir,

25 ml asetat tamponunda eritildi. 0.1 N NaOH ile pH 5,6’ ya ayarlandi.
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3- 460 mM’ lik sodyum azid eriyigi: 3 g sodyum azid 100 ml’ ye distile su ile

tamamlandi.
Yapilisi
Deney Deney Korii
5 ml Fenilendiamin 5 ml Fenilendiamin
1 ml Sodyum Azid
0.1 ml Serum 0.1 ml Serum
Karistirilir
37 °C’de 15 dk bekletilir
1 ml Sodyum Azid |
15 dk bekletilir
546 nm’de absorbanslari (optik dansite) okunur
Hesaplanmasi

Seruloplazmin % mg = (Deney — Deney Korii) x 237
3.2.6. A ve E vitamini analizleri

Plazma numunelerindeki vitamin A (retinol asetat) ve vitamin E (a-tokoferol)
diizeyleri Miller ve Yang (Miller ve Yang, 1985)’in belirttigi ekstraksiyon metodu

kullanilarak belirlendi.

Bu amagla her bir numune igin 200 pl plazma plastik tiiplere alindi. Uzerlerine
proteinleri ¢oktiirmek amaciyla 200 pl etanol ilave edildi ve 1 dakika siire ile vorteks
edildi. Daha sonra 700 pl hekzan eklenerek homojenize edildi ve tekrar 1 dakika
vortekslendi. Homojenat 2000 rpm’ de 10 dakika siire ile santriifiij edildi ve olusan
lipofilik faz alindi. Hekzan uygulama islemi iki kere yapildi ve toplanan fazlar azot gazi
akist altinda kurutuldu. Kalint1 100 pl etanolde ¢oziindiiriildii ve HPLC kolonuna
enjekte edildi.

Vitamin A ve vitamin E diizeylerinin HPLC ile ayiriminda C 18 kolonu, (25 cm x
4,6 mm) metanol-su (98:2) mobil faz1 ile 1.5 ml/dak. akis hizinda kullanildi. Tanilar
deidore dedektorii ile 325 ve 290 nm dalga boyunda gerceklestirildi. (Zaspel ve
Csallany, 1983).
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Degisik konsantrasyonlarda hazirlanmig olan stok vitamin A ve E ¢ozeltilerinin
pik alanlar1 Olgililerek ¢alisma grafigi ¢izildi. Calisma grafiginin dogru denklemi
yardimiyla vitamin miktarlar1 belirlendi. Vitamin E ve A calisma grafigi ve dogru

denklemi asagida verilmistir

Y
Alfa Tokoferol v =24,437x + 0,6405 Retinol7 s06x + 0,0722
R? = 0,9999 R*=1
A A
/ —
c / S /
o -
© / ©
v .
kons. kons.
A

Sekil 7. A ve E vitaminlerinin ¢alisma grafikleri ve dogru denklemleri.

3.2.7. C vitamini analizi

Prensip: Vitamin C perklorik asitle ekstakte edilip alinan ekstrakt DNPH,
CuSOy, ve tioyotireden olusan karigimla reaksiyona sokulup siilfiirik asit eklendiginde
olusan sarimsi1 renkteki ¢ozelti spektrofotometrede 520 nm’de absorbans verir (Omaye

ve ark., 1979).
Ayrraglar: Ayraglar asagidaki gibi hazirlanmigtir.

1- % 6’lik HCIO4: % 60°lik perklorik asit ¢cozeltisinden 10 ml alindi saf su ile

100 mI’ye tamamlandi

2- % 50’lik H,SO4 : % 96’11k H,SO4’ten 52.1 1t alindi ve saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

3- % 65’lik H,SOy4 : % 96’lik H,SO4’ten 67.7 ml alindi ve saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.
4- DNPH c¢ozeltisi : 2.2 gr DNPH % 50°1lik H,SO4 ile 100 ml’ye tamamlandi.
5-% 0.6’lik CuSOy : 0.6 gr CuSOy4 alind1 ve saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

6- % 5’lik tiyotire : 5 gr tiyoiire alinarak saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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Deneyin yapilisi: Kapakl plastik test tiiplerine 0.5 ml serum birakildi. Uzerine
4.5 ml % 6’lik perklorik asit ¢ozeltisinden eklendi. Tiipler 15 dakika bekletildikten
sonra 2500 devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra her tiipten 1 ml
siipernatant alindi. Alinan siipernatantlarin ve bagka bir tlip icersine 1 ml % 6’lik
perklorik asit birakilip blank olarak hazirlanan tiipiin igersine 0.3 ml reaksiyon
soliisyonu (10 ml DNPH + 0.5 ml CuSO4+ 0.5 ml tiyoiire) eklenip tiipler karistirildi.
Tiipler 90 °C’de 20 dk bekletildi. Daha sonra tiipler soguyuncaya kadar buz banyosuna
birakildi. Tiipler soguduktan sonra iizerlerine 1.5 ml % 65’lik H,SO4 ¢ozeltisinden

birakilarak vorteksle karistirildi ve blank’a kars1 520 nm’de okundu.
Hesaplama: Hesaplamalar Omaye ve ark. (1979) formiiliiyle yapildu.
Vit.C (mg/dl) = (25.186 x O.D)- 0.023

0O.D. : Testin 520 nm dalga boyunda okunan optik dansitesi

3.2.7. istatistiksel analizler

Uzerinde ¢alisilan her bir parametre bakimindan, bagimsiz iki grup (kontrol ve
mastitisli) ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemliligini test etmek i¢in unpaired t testi

kullanild1 (Siimbiiloglu ve Stimbiiloglu, 1998).
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4. BULGULAR

Mastitisli ve saglikli koyunlara (kontrol) ait GSH, seruloplazmin vitamin A,

vitamin C ve vitamin E diizeylerinin ortalamalar1 Cizelge 1’de verildi.

Tablo 1. Mastitisli ve saglikli koyunlara ait GSH, seruloplazmin, vitamin A, vitamin E

ve vitamin C diizeyleri.

Kontrol Mastitisli Koyunlar
Parametreler
n X+SEM n X+SEM
GSH mg/dl 10 19.61 +2.95 20 15.43 £ 1.47%*
Seruloplazmin mg/dl 10 16.54 + 0.14 20 17.13+0.11
Vitamin A mg/L 10 0.44 + 0.03 20 0.39 + 0.04%*
Vitamin E pg/dl 10 290.1 = 14.3 20 2543 +11.8%
Vitamin C pg/ml 10 6.75+0.15 20 5.91 +0.17%*

* p<0.01
*%p<0.05

GSH diizeyleri kontrol grubunda ortalama olarak 19.61 + 2.95 mg/dl degerinde

tespit edilirken, mastitisli koyunlarda 15.43 + 1.47 mg/dl olarak saptandi (p<0.05)

(Sekil 8).
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GSH mg/dI
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Kontrol Mastitisli Koyunlar

Sekil 8. Kontrol ile mastitisli koyunlara ait GSH diizeyleri.

Seruloplazmin diizeyleri mastitisli koyunlarda (17.13 + 0.11 mg/dl) kontrollere
gore (16.54 = 0.14 mg/dl) biraz yiikseldigi gozlendi ve istatistiksel olarak onem
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 9).

Seruloplazmin mg/dl

18

16
14
12
10

Kontrol Mastitisli Koyunlar

o N B2 O

Sekil 9. Kontrol ile mastitisli koyunlara ait seruloplazmin diizeyleri.
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Mastitisli koyunlarda 0.39 + 0.04 mg/L olan vitamin A miktar1 kontrol grubuna
gore (0.44 = 0.03 mg/L) istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde onemle diisiik oldugu
saptand1 (Sekil 10).

Vitamin A mg/L

0,50
0,45
0,40
0,35
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0,20
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0,00

Kontrol Mastitisli Koyunlar

Sekil 10. Kontrol ile mastitisli koyunlara ait vitamin A diizeyleri.

Vitamin C diizeyleri kontrol grubunda 6.75 £+ 0.15 pg/ml olarak tesbit edilirken
mastitisli koyunlarda 5.91 £ 0.17 pg/ml seklinde azalarak istatistiksel olarak p<0.05
diizeyinde 6nem bulundu (Sekil 11).
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Vitamin C pg/ml

Kontrol Mastitisli Koyunlar

Sekil 11. Kontrol ile mastitisli koyunlara ait vitamin C diizeyleri.

Vitamin E diizeyleri de kontrol grubunda 290.1 + 14.3 pg/dl, mastitisli
koyunlarda 254.3 + 11.8 pg/dl diizeylerinde 6lcililmiis goriilen diisiis istatistiksel olarak
p=<0.01 diizeyinde 6nem gostermistir (Sekil 12).

Vitamin E pg/dl
350
300
250
200
150
100

50

Kontrol Mastitisli Koyunlar

Sekil 12. Kontrol ile mastitisli koyunlara ait vitamin E diizeyleri.
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5. TARTISMA VE SONUC

Koyun yetistiriciligi {lilkemizde hayvancilikta Onemli bir yere sahiptir.
Koyunculuk eti yaninda siit ve yapagisi i¢cin de geleneksel olarak kiigiik aile
isletmelerinde yapilmaktadir. Beslenme ve bakim masraflar1 diger tiirlere gore daha
diisiik oldugundan koyun yetistiriciligi daha ¢ok tercih edilmektedir. Koyun ve keg¢i gibi
hayvan tiirlerinin siitleri tarimda geri kalmis iilkelerde ya da orta ve kiigiik dlgekli
isletmelerde daha fazla 6neme sahiptir. Ulkemizde bu tip kiiciik isletmelerde peynir,
yogurt ve tereyagi liretiminde koyun siitiiniin 6nemi biiyiiktiir. Bu tiriinlerde kullanilan
siitlin hayvan basina miktar1 ve kalitesi iiretilen {iriinler agisindan diisiiniildiiglinde ayr1

bir 6neme sahiptir. Siitiin miktar ve kalitesi de hayvan ve meme sagligina baglidir.

Mastitis, siit kalitesinde bozulma, veriminde diisiise, (Pyorala ve Syvajarvi,
1987; Philpot ve Nickerson, 1991), hayvanin siirii icersinden erken ¢ikartilmasina (Jain,
1979; Gudding ve ark., 1984; Nickerson, 1989; Han ve ark., 2000) ve énemli miktarda
ekonomik kayiplara yol acan yangi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir (Bramley ve Dodd,
1984; Pyorala ve Syvajarvi, 1987; Philpot ve Nickerson, 1991). Mastit insan sagligini
da islenmemis ¢ig siit ve siit iirlinlerinin tiiketimi halinde kotii yonde etkilemektedir

(Jain, 1979; Gudding ve ark., 1984; Nickerson, 1989; Han ve ark., 2000).

Klinik mastitis sadece lokal ya da genel ve fonksiyonel 6zellikte semptomlar
ortaya koyarken, subklinik mastitis bilhassa somatik hiicre sayisinda artma seklinde
kalitatif ve kantitatif islevsel farkliliklar ortaya koymaktadir (Bergonier ve Berthelot,
2003).

Mastitisin hazirlayic1 nedenleri olarak beslenme sartlari, bakim yanlislar
(sagimda hatalar, ahirda hijyeninin bozulmas1 vb.), yas, genetik yapi, laktasyon sayisi,
siit verimi ve meme anomalileri gibi etkenler bildirilmektedir (izgiir, 1984; Kiligoglu ve

Alagam, 1985)

Mastitis olusumunda en Onemli etken olan stafilokoklar, doga kosullarina
dayanikli olan ve oldukga yaygin olarak goriilen bakterilerdir. Deride ve mukozalarda

flora etkeni seklinde bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Hayvanlarda ¢evreden gelen stres
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etkenleri ile savunma diizenlerinin bozulmasi ya da memede dis faktorlerle olusan

yaralardan girerek yangiya neden olurlar (Arda, 1997).

Siit inekleri uygun metabolik durumlarini siirdiirebilmeleri i¢in kanlarinda
biyolojik olarak mineral ve vitaminlerin bulunmasma ve bu maddeleri belirli bir
miktarda tiiketmeye ihtiya¢ duymaktadirlar. Bir inek, saglikli olmak ve iireyebilir
durumda kalmak i¢in yeterli mineral ve vitaminlere sahipse bu acidan optimum

kosullardadir (Weiss ve ark., 1997).

Mastitis sonucunda bagisiklik sisteminde zayiflamalar meydana gelir bu sebeple
hayvanda bazi hormonal ve metabolik farkliliklar olusabilir. Bulasict hastaliklar ve
hastalik stresinin bu siirede daha fazla oldugu sdylenmistir (Little ve Gloden, 1991;

Arikan ve ark., 2001).

Serbest radikaller yapilarinda eslenmemis elektron bulunduran atom veya atom
gruplaridir (Machlin ve Bendich, 1987). Bu yapilarin zararl etkilerine karsi hiicreler
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerini kullanmaktadirlar.
Organizma serbest oksijen radikallerini, katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
superoksid dismutaz (SOD) gibi enzimatik olan ve karotenoitler, glutatyon (GSH), C-
vitamini ve a-tokoferol gibi nonenzimatik olan farkli antioksidanlar ile yok edebilir
(Miller ve ark., 1993; Stahl ve Sies, 1997). Organizmada oksidatif stres sebebi olan
dogum, gebelik ve laktasyon gibi haller plazma icersinde serbest radikallerin artmasina
sebep olmaktadir. Bu durumlar haricinde stres, mastitis ve bulasic1 hastaliklar gibi
durumlarda da serbest radikal miktarinda biiyiik artislar meydana gelmektedir (Akkus,
1995; Arikan ve ark., 2001). Viicutta serbest radikallerin iiretiminin artmasi ve bulunan
antioksidan yapilar arasindaki dengesizlik organizmada oksidatif strese neden

olmaktadir (Miller ve ark., 1993).

GSH, sistin, glisin ve glutamik asit aminoasitlerinden olusmus bir tripeptittir,
peroksit ve serbest radikaller ile tepkimeye girerek hiicreyi oksidatif maddelerin
verecegi zarara karst korumaktadir (Akkus, 1995). Yapilan cesitli g¢aligmalar
antioksidan diizeyinin azalmasinin mastitis riskini arttirabilecegini ve bunun antioksidan

takviyesi ile 6nlenebilecegini gostermektedir (Tekkes, 2006; Simsek ve Aksakal, 2006).
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Mastitisli ineklerde yapilan bir c¢alismada GSH diizeyleri saglikli grupta
1.3940.02 pmol/ml, mastitisli grupta 1.33+0.03 umol/ml olarak 6l¢iilmiistiir (Deveci,
2007).

Simgek ve Aksakal (2005) subklinik mastitisli ineklerde yapmis olduklar1 bir
calismada GSH diizeylerini saglikli ve mastitisli gruplarda sirastyla 1.59+0.06 pmol/ml
ve 1.35+£0.08 pmol/ml olarak 6l¢miislerdir.

Mastitisli ineklerde yapilan baska bir ¢alismada GSH diizeyleri saglikli grupta
0.109+0.009 pmol/ml, mastitisli grupta ise 0.069+0.003 pmol/ml olarak saptanmistir
(Jhambh ve ark., 2013).

Erisir ve ark.’lar1 (2011) yapmuis olduklar ¢alismada CMT", CMT™ ve CMT™
seklinde gruplandirdiklari mastitis teshisi konulan ineklerde GSH miktarlarini sirasiyla
0.89+£0.11 umol/gr protein, 0.78+0.14 umol/gr protein ve 0.35+0.06 umol/gr protein

olarak kontrol grubunda ise 1.07+£0.10 umol/gr protein olarak tesbit etmislerdir.

Musal ve ark. (2007), subklinik mastitis teshisi konmus ineklerde meme igi
tedavi yapilmadan 6nce (0.giin) ve tedavi yapildiktan sonraki 14 ve 21. giinlerde kan
vitamin A, vitamin C, p-karoten, seruloplazmin, GSH ve MDA diizeylerini
aragtirmiglar, 0. giinde kontrol grubunda GSH diizeyini 121.249.6 mg/It, mastisli
olanlarda 90.0+10.1 mg/lt, tedavi edilmeyenlerde 87.9 = 7.4 mg/It olarak bulmuslardir.
14. giinde GSH diizeyi kontrol grubunda 153.5 + 11.0 mg/lt, mastitisli olanlarda
131.8+18.5 mg/lt ve tedavi edilmeyenlerde 90.6+10.4 mg/It olarak tespit edilirken, 21.
giinde ise sirastyla 170.3£16.3 mg/lt, 190.6£13.9 mg/lt, 111.0£11.0 mg/lt olarak
saptamiglardir. Kontrol ile tedavi ve tedavi edilmeyen gruplar arasinda p<0.05

diizeyinde 6nemli bir farklilik saptanmistir.

Yapilan farkli bir caligmalarda da mastitisli ineklerde GSH diizeyinin kontrole

gore azaldig1 saptanmustir (Atroshi ve ark., 1986)

Literatiirde koyunlarda mastitis iizerine yapilmis pek fazla calisma
bulunmamaktadir. Genelde yapilan ¢aligsmalar mastitisli inekler {izerinedir. Bu sebeple
bu calismada onlara daha fazla yer verilmistir. Sunulan ¢alismada saglikli koyunlarda

GSH diizeyi 19.61£2.95 mg/dl, subklinik mastitisli koyunlarda ise 15.43+1.47 mg/dl
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olarak bulunmus ve istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde onem saptanmistir. GSH

diizeyindeki bu azalma yapilan diger ¢calismalar ile paralellik gostermektedir.

Seruloplazmin hepatositlerde sentezlenen 6 tane bakir atomunu bulunduran bir
proteindir. Bakir ve demir metabolizmalarinda 6nemli goérevleri olan bir yapidir
(Memisogullar1 ve Bakan, 2004). Seruloplazmin Fe™*’yi Fe™’e déniistiiriir ve Fe™’iin
transferrin isimli proteine baglanmasini kolaylastirmaktadir. Bundan bagka demirin
oksitlenmesiyle fenton reaksiyonunu ve lipid peroksidasyonunu engeller (Lovstad,

1997).

Chassagne ve ark. (1998) laktasyon oOncesinde mastitis insidansinin diisiik
oldugu ineklere gore laktasyon dncesinde mastitis insidansinin yiiksek oldugu ineklerde

seruloplasmin konsantrasyonlarindaki artisin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Musal ve ark. (2007), subklinik mastitis teshisi konmus ineklerinde meme igi
tedavi yapilmadan dnce (0.giin) ve tedavi yapildiktan sonraki 14 ve 21. giinlerde kan
seruloplazmin, diizeylerini, 0. glinde kontrol grubunda seruloplazmin diizeyini
241.3£25.2 mg/lt, mastisli olanlarda 247.6£18.5 mg/lt, tedavi edilmeyenlerde
287.5+34.1 mg/lt olarak bulmuslardir. 14. giinde seruloplazmin diizeyi kontrol
grubunda 266.0 + 31.0 mg/lt, mastitisli olanlarda 304.2+26.2 mg/lt ve tedavi
edilmeyenlerde 346.7+36.7 mg/lt olarak tespit edilirken, 21. giinde ise sirasiyla
327.24+40.8 mg/lt, 310.7+28.9 mg/lt, 394.9+46.4 mg/lt olarak saptamislardir. Kontrol ile
tedavi ve tedavi edilmeyen gruplarda seruloplazmin miktar1 artmig fakat gruplar

arasinda 6nemli bir istatistik farklilik saptanmamustir.

Bu caligmada seruloplazmin miktarlar1 saglikli koyunlarda 16.5440.14 mg/dl,
mastitisli koyunlarda 17.13+0.11 mg/dl olarak bulunmustur. Seruloplazmin diizeyi
genel olarak yangi durumlarinda bu calismada oldugu gibi artis gostermektedir. Fakat
seruloplazmin miktarindaki bu artisa ragmen gruplar arasinda istatistiksel bir farklilik

bulunamamustir.

A vitamini yagda eriyen vitaminlerdendir, yapist C ve H atomlarindan ibaret

apolar bir molekiildiir (Coskun, 2003). Antioksidan ozellige sahip bir vitamindir.
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Bakteri infeksiyonlarini ve kanseri engelleyebilecegi diisiiniilmektedir (Faisel ve Pittrof,

2000).

Nizamlioglu ve ark. (1993) subklinik mastitisli ineklerde yaptiklar1 aragtirmada
A vitamini diizeylerini saglikli ineklere gore daha diisiik diizeyde oldugunu fakat

istatistiksel olarak onem bulunmadigini bildirmislerdir.

Baska bir aragtirmada Salmanoglu ve ark. (2002) subklinik mastitisli ineklerde

kanda vitamin A diizeyi farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu belirtmislerdir.

Simgsek ve Aksakal (2006) plazma A vitamini diizeylerini saglikli ineklerde
tedavi Oncesi mastitisli ineklere oranla yiiksek bulmuslar ve bu durumun istatistiksel

acidan 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Kaya ve Giiven (2008) ineklerde yaptiklar1 bir ¢alismada A vitamini diizeyini
mastitisli grupta 99.354+ 3.62 pg/dl, saglikli grupta ise 96.14 £ 1.99 pg/dl olarak

Ol¢miisler ve aradaki farkin p<0.01 diizeyinde anlamli oldugunu bulmuslardir.

Musal ve ark. (2007), subklinik mastitis teshisi konmus ineklerinde meme ici
tedavi yapilmadan once (0.glin) ve tedavi yapildiktan sonraki 14 ve 21. giinlerde kan A
vitamini, diizeylerini, 0. giinde kontrol grubunda 262.8+1.0 pg/lt, mastisli olanlarda
272.6£8.4 pg/lt, tedavi edilmeyenlerde 288.8+20.8 ng/lt olarak bulmuslar. 14. giinde A
vitamini diizeyi kontrol grubunda 317.8 + 30.7 pg/lt, mastitisli olanlarda 322.8+29.3
ug/lt ve tedavi edilmeyenlerde 298.7+£21.9 pg/lt olarak tespit edilirken, 21. giinde ise
sirastyla 349.7+£27.1 ng/lt, 355.1£21.5 pg/lt, 327.2+28.4 ng/lt olarak saptamislardir.
Kontrol ile tedavi gruplarindaki vitamin A diizeylerinin zamana bagli olarak anlaml

artislar (p<0.05) gosterdigini bildirmislerdir.

Farkli arastirmacilarin yaptiklar1 diger arastirmalarda saglikli ve mastitisli
inekler i¢in plazma vitamin A dilizeyindeki azalmalar anlamli olarak bulunmustur

(Chew ve ark., 1982; Meglia ve ark., 2001).

Sunulan c¢alismada A vitamini miktarlar1 sagliklt koyunlarda 0.44+0.03 mg/lt,
mastitisli koyunlarda 0.39+0.04 mg/lt olarak bulunmustur. Gruplar arasindaki bu
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farklilik istatistiksek ac¢idan p<0.05 diizeyinde anlamli oldugu saptanmigtir. A vitamini

diizeyindeki bu azalma genel olarak literatiirler ile paralellik gostermektedir.

E vitamini, kolesterolii diizenleyerek ve pihtilasmayr engelleyerek kalp
rahatsizliklar1 ve felg riskini azaltabilir, solunum yolu enfeksiyonlarim1 ve bagisiklik
sisteminde meydana gelebilecek diger ataklarini engelleyebilir (Akkus, 1995).
Selenyumla beraber biyolojik bir antioksidan olarak bagisiklik sisteminin diizenli

caligmasinda gorev alir (Nockels ve ark., 1976).

Simgek ve Aksakal (2006) ineklerde yaptiklar1 bir calismada plazma E vitamini
diizeylerini saglikli grupta 5.79+1.34 mmol/It, mastitisli grupta 4.09+0.90 mmol/It ve
tedavi grubunda ise 5.11+0.77 mmol/lt olarak bulmuslar ve aradaki farkliligin

istatistiksel olarak anlamli oldugunu bildirmislerdir.

Batra ve ark. (1991) saglikli ve mastitisli inekler ile olusturduklar1 gruplardan
her birine degisik miktarlarda E vitamini rasyona ilave etmisler ve bu gruplar arasindaki
plazma E vitamini diizeylerini istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu

saptamiglardir.

Braun ve ark.’lar1 (1991) 91 ciflikte bulunan 287 siit inegi ile bir y1l boyunca her
ay yaptiklart analizlerde saglikli ve mastitisli olanlar arasinda serum vitamin E

diizeylerinde ortalama farkin istatistiksel acidan 6nemsiz oldugunu ifade etmislerdir.

Hogan ve ark. (1996) siit ineklerinde yaptiklari deneysel mastitis enfeksiyonu
sonrasi hayvanlar1 a-takoferol iceren yem ile beslemislerdir. Bu hayvanlardan uygulama
oncesi, uygulamadan 24, 48 ve 168 saat sonra kan alarak a-tokoferol diizeylerini

Ol¢miisler, ancak olusan farki istatistiksel olarak 6nemsiz bulmuslardir.

Mastitisli ve saglikli ineklerde yapilan bazi calismalarda plazma vitamin E
diizeyinde olusan farkliligin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu bildirilmistir. (Erskine
ve ark., 1987; Ndiweni ve ark., 1991); Atroshi ve ark. (1986) mastitisli ve saglikli
ineklerde siit ve plazma vitamin E diizeyleri farkini istatistiksel agidan dnemli oldugunu

bildirmislerdir.
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Subklinik mastitisli ve saglikli ineklerde yapilan bir c¢alismada plazma E
vitamini miktarinda gruplar arasinda meydana gelen farkin istatistiksel agidan dnemsiz
oldugu bildirilmistir (Nizamlioglu ve ark., 1993). Subklinik mastitisli ve saglikli
ineklerde yapilan baska bir calismada plazma E vitamini diizeyinde gruplar arasinda

olusan farkin p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmiistiir (Nizamlioglu ve ark., 1992)

Koyunlarda yapilan bir ¢alismada koyunlarin bazilar1 a-tokoferol ile Na-selenit
iceren premiks yem, digerlerine ise normal rasyon vererek kuzulama sonrasina kadar
beslenmistir. Uygulama bitiminde kontrol ve uygulama grubu arasinda plazma o-
tokoferol diizeyi fark istatistiksel olarak p<0.01 degerinde 6nemli bulunmustur (Colitti

ve ark., 2000).

Kaya ve Giiven (2008) ineklerde yaptiklari ¢alismada E vitamini diizeyini
mastitisli grupta 24,74+ 9.83 png/dl, saghkli grupta ise 14.23 + 4.47 ng/dl olarak
Olgmiisler ve aradaki farkin istatistiksel agidan p<0.001 diizeyinde anlamli oldugunu

saptamislardir.

Bu calismada E vitamini diizeyleri kontrol grubunda 290.1£14.3 ng/dl olarak,
mastitisli grupta ise 254.3+11.8 pg/dl olarak olgiilmiistiir. Mastitis grubundaki bu diisiis
istatistiksel agidan p<0.01 degerinde Onemli saptanmistir. Mastitisli grupta E vitamini
miktarinin diisiik diizeyde olmasi, yangi sonucunda olusan lipit peroksidasyonuna kars1

kullanilmasindan kaynaklanmis olabilir.

Yag igersinde ve organik coziiciilerde c¢oziinemeyen askorbat, beyaz kristal
seklinde, kat1 haldedir ve suda c¢Oziliniir. Askorbik asit glukozun okside olmus
yapisindadir. Ortamin pH’sinin artist ile birlikte bakir ve glimiis iyonlar: ile askorbik
asitin oksidatif parcalanma hiz1 artar. Dehidre olmus yapis1 indirgenmis yapisindan daha
fazla dayaniklidir. Kuvvetli bir indirgeyici ajan olan C vitamini, rediiksiyon ve
oksidasyon reaksiyonlarinda antioksidan olarak gorev alir. Cesitli sartlarda bakir ve

demir kofaktor olarak kullanilir (Mert ve ark., 1999).

Kleczkowski ve ark.’lar1 (2005) yaptiklart bir ¢alismada serum C vitamini

konsantrasyonlarinin, saglikli ineklere gore subklinik mastitli ineklerde anlamli
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derecede  diisiik oldugunu ve subklinik mastitin, kandaki antioksidan

konsantrasyonlarinda azalmaya neden oldugunu gézlemislerdir.

Musal ve ark. (2007), subklinik mastitis teshisi konmus ineklerinden meme igi
tedavi yapilmadan o6nce (0.glin) ve tedavi yapildiktan sonraki 14 ve 21. giinlerde kan
alarak C vitamini diizeylerini Olgmiisler ve 21. giinde plazma C vitamini
konsantrasyonlari, "tedavi edilmemis" grupta diger 2 gruba ("kontrol" ve "tedavi
edilmis" ineklere) kiyasla 6nemli dl¢iide diistiigiinii (p<<0.05), bu arada, " tedavi edilmis
" grupta 6nemli derecede arttigini (p<<0.05) bildirmislerdir.

Sunulan ¢aligmada C vitamini diizeyleri kontrol grubunda 6.75+0.15 pg/ml ve
mastitisli grupta 5.91+£0.17 pg/ml olacak Olciilmiistiir. Kontrol grubuna gore mastitisli
gruptaki bu diisiis istatistiksel olarak p<0.05 degerinde 6nemli olarak saptanmustir.

Sonug olarak; mastitis kaynakli ekonomik kayiplar énemli bir problem teskil
etmektedir. Subklinik mastitisin erken teshisi bu sebeple ¢ok Onemlidir. Hastaligin
belirtileri gozle ve klinik muayene ile tam anlasilamadigindan siirii igersinde yayilmasi
onemli Ol¢lide fazla olmaktadir. Sunulan calismada bulgularda saglikli gruplarin
mastitisli gruplara gore plazma antioksidan (GSH, A vitamini, C vitamini ve E vitamini)
diizeyleri farklarmin istatistiksel olarak énemli oldugunu tespit edildi. Bu farkliliklar
mastitis durumunda oksidatif stresin olustugunu ortaya koymustur. Organizmada
meydana gelen yangisal vakalarda oksidan maddelerin artan miktarina karsi,
hayvanlarin antioksidan kapasitesini arttirmak amaciyla gebelik ve takiben laktasyon
siireclerinde, yem katki maddesi olarak ya da enjeksiyon seklinde bagisiklik ve
antioksidan savunma sistemlerinde onemli gorevler iistlenen A, E ve C vitamini gibi
bazi antioksidanlarin verilmesinin, oksidatif stresi azaltmada etkin rol tistlenebilecegi ve
bunun mastitisli hayvanlarin enfeksiyona karst dayamikliligini arttirabilecegi

sOylenebilir.
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OZET

Ertun¢c B, Subklinik mastitisli koyunlarda GSH, seruloplazmin, A vitamini, C vitamini ve E
vitamini diizeylerinin arastirhmasi, Van Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Anabilim Dah Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2017. Hayvancilikta meydana getirebilecegi
ekonomik kayiplar agisindan biiyiik 6neme sahip subklinik mastitisin, koyunlarda antioksidan savunmada
gorev yapan glutatyon (GSH), seruloplazmin, A vitamini, E vitamini ve C vitamini miktarlar1 {izerine
etkisini gormek icin yapilan bu ¢aligmada laktasyonun ilk doneminde olan toplam 30 Akkaraman koyun
canlt materyal olarak kullanildi. Siitlerinde mastitis indikator kdgidi ve CMT ile mastitis teshisi konulan
20 koyun subklinik mastitisli grubu, saglikli 10 koyun da kontrol grubunu olusturdu. Koyunlarin kan
plazmalarinda glutatyon, seruloplazmin, A vitamini, E vitamini ve C vitamini diizeyleri 6l¢iildii. Kontrol
ve subklinik mastitisli koyunlarin plazma glutatyon (GSH), seruloplazmin, A vitamini, E vitamini ve C
vitamini diizeyleri sirasiyla 19.6142.95 mg/dl-15.43+1.47 mg/dl; 16.54+0.14 mg/dl-17.13+0.11 mg/dl;
0.4440.03 mg/1t-0.39+0.04 mg/1t; 290.1£14.3 pg/dl-254.3+11.8 pg/dl; 6.75+£0.15 pg/ml-5.91+0.17 pg/ml
olarak bulundu. Subklinik mastitisli koyunlarin plazma GSH (p<0.05), A vitamini (p<0.05) ve C vitamini
(p=0.05) ve E vitamini (p<0.01) diizeylerinde istatistiksel dneme sahip diisligler saptandi. Seruloplazmin
diizeyinde az bir diisiis goriildii. Sonug olarak, bu azalmalarin mastitis siirecinde oksidatif stresin varligin
gosterdigi, hayvanlarin gebelik ve laktasyon donemlerinde enjeksiyon vasitasiyla ya da yem katki
maddesi olarak, zayif diismiis bagisiklik sistemini bazi antioksidanlar ile desteklemek oksidatif stresi
azaltabilecek ve mastitisli hayvanlarin enfeksiyona kars1 dayanikliligin arttirabilecektir.

Anahtar Soézciikler: GSH, koyun, seruloplazmin, subklinik mastitis, vitaminler.

48



SUMMARY

Ertun¢ B, Investigation of GSH, ceruloplasmine, vitamin A, vitamin E, vitamin C levels in sheeps
with subclinical mastitis, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health Sciences, MSci. Thesis in
Department of Biochemistry, Van, 2017. This study was carried out to investigate the effect of
subclinical mastitis, which has great importance in terms of economic losses in animal husbandry, on the
amounts of glutathione, ceruloplasmin, vitamin A, vitamin E and vitamin C in the sheep during the first
phase of lactation. Total 30 Akkaraman sheep were used as material. 20 sheep subclinical mastitis group
with mastitis indicator paper and CMT and mastitis diagnosis in milk, and 10 control group in healthy
sheep. Glutathione, ceruloplasmin, vitamin A, vitamin E and vitamin C levels were measured in blood
plasma of sheep. The levels of plasma GSH, ceruloplasmin, vitamin A, vitamin E and vitamin C of
control and subclinical mastitic sheep were found 19.61+2.95 mg/dl-15.43+1.47 mg/dl; 16.54+0.14
mg/dl-17.13£0.11 mg/dl; 0.444+0.03 mg/1t-0.39+0.04 mg/lt; 290.1+14.3 pg/dl-254.3+11.8 pg/dl;
6.75+0.15 ng/ml-5.91+0.17 pg/ml respectively. There were statistically significant reductions in plasma
GSH (p<0.05), vitamin A (p<0.05), vitamin C (p<0.05) and vitamin E (p<0.01) levels in subclinical
mastitis affected sheep. There was a slight decrease in the level of ceruloplasmin. As a result, supporting
these weakened immune systems with some antioxidants, either through injection or as a feed additive
during the pregnancy and lactation periods in which the decreases show the presence of oxidative stress in
the mastitis process, may reduce oxidative stress and increase the resistance of the mastitis animals to
infection.

Key words: Ceruloplasmine, GSH, sheep, subclinical mastitis, vitamins.
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