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OZET Aragtirma Makalesi
Mastitis, tiretim kaybi, meme hasari ve buna baglh tedavi maliyetleri

acisindan sit endiistrisi i¢in biyik bir maliyettir. Somatik hiicre Makale Tarihgesi

sayist (SHS), mastitin bir gostergesi olarak yaygin olarak Gelig Tarithi  : 04.06.2020
kullanilmaktadir. Bu ¢calismada inek siitlerinde siit amiloid A (SAA), Kabul Tarihi :18.07.2020

elektriksel iletkenlik (EI) ve pH gibi biyokimyasal gostergelerin SHS

ile kargilastirilmasi amaglanmistir. Afyon ili inek sttt treticilerinden
toplamda 50 adet inek sttt toplanmistir. Toplanan sutler SHS na gore
200 bin hiicre mL? altinda olan Grup I (GI) ve 200-400 bin hiicre mL-
1 garasinda olan Grup II (GII) ve 400 bin hiicre mL! {istiinde olanlar
ise Grup III (GIII) olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Toplanan siitlerin
SHS gruplarina géore SAA degerlerinin istatistiksel olarak anlaml
farklihk gosterdigi ve SHS degerleri arttikca SAA medyan
degerlerinin de arttifi gozlenmistir (p<0.05). Buna karsin SHS
gruplarina gore pH ve EI degerlerinin istatistiksel olarak anlaml
farklihik gostermedigi tespit edilmigtir. Sonug¢ olarak SAA test
verilerinin EI ve pH él¢timlerine gore SHS ile iligkisinin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Cig inek siutinde SAA'min belirlenmesiyle
saglikli ve mastitisli stitin karismasinin 6nune gecilebilecegi ve
yararh bir tan1 géstergesi olabilecegi diistintilmektedir. Ayn1 zamanda
SAA 6lgimunin kalite indikatori olarak kullanilmas: da st kalitesi
i¢in 6nemlidir.

ABSTRACT

Mastitis is a great cost for the dairy industry in terms of production
loss, breast damage and associated treatment costs. Somatic cell count
(SCQ) is widely used as an indicator of mastitis. In this study, it was
aimed to compare biochemical indicators such as milk amyloid A
(MAA), electrical conductivity (EC) and pH with SCC. A total of 50
cow milk was collected from cow milk producers in Afyon province.
The collected milk is Group I (GI) below 200 thousand cells ml!
according to SCC and Group II (GII) between 200-400 thousand cells
mL! and those above 400 thousand cells mL? are Group III (GIID). is
divided into groups. It was observed that the MAA values of the milk
collected showed a significant difference compared to the SCC groups
and the median values of MAA increased as the SCC values increased
(p <0.05). However, it was found that pH and EC values did not show
statistically significant difference according to SCC groups. As a
result, it was determined that MAA test data sustained a higher
relationship with SCC than EC and pH measurements. It is thought
that the mixing of healthy milk with mastitis could be prevented by
determining MAA in raw cow milk and might be a useful diagnostic
indicator. Also, it can be considered that using MAA measurement as
a quality indicator is important for milk quality.
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Mastitis, siit sigirciliginda en sik goriilen, siit verimini
ve siit kalitesini olumsuz etkiledigi i¢in ekonomik
kayba neden olan 6nemli bir meme hastaligidir. Klinik
mastitisin  varliginin  degerlendirilmesi  oldukca
kolaydir, oysa subklinik formun teghisi daha zor
olabilir ve laboratuvar tahlilleri gerektirir. Cig siitte
kalitenin degerlendirilmesinde yararlanilabilecek en
onemli 6lciitlerin baginda somatik hiicre sayis1 (SHS)
gelmektedir (Harmon, 2001; Yavuz ve Kaygisiz 2015).
Somatik hiicreler kanda stirekli dolagir, memede hasar
veya enfeksiyon olustugunda viicut enfekte veya yaral
bolgeye lokositleri yiuksek oranda gonderir. Lokosit
sayilar1 patojen mikroorganizma saldirisinda cevap
olarak belirgin bir sekilde artar ve akut mastitis
durumlarinda her mL basina milyon sayida
konsantrasyona ulagabilir. Bu ylzden yiiksek SHS
mastitis belirtisi olabilir (Anitas ve ark. 2017).
Subklinik mastitisin tespitinde SHS'nin belirlenmesi
en etkili ve ¢abuk yontem olarak kabul edilmektedir.
Avrupa Birligi (AB) siit hijyeni yénetmeligine gére ¢ig
sitin insan gidas1 olarak kullanimi i¢in 400 bin
somatik hiicre mL! ve/veya 100 bin bakteri mLden
yiiksek olmamas1 gerektigi belirtilmistir (Anonim,
1992; Berglund ve ark., 2004). Tiirk Gida Kodeksi Cig
ve Isil Islem Gérmiis Igme Siitleri Tebliginde ise ¢ig
inek siitlerinde SHSnin < 500 bin hiicre mL?! olmasi
gerektigi bildirilmistir (Anonim, 2018). Normal bir
sitte SHS genellikle mL’de 200 bin hiicrenin
altindadir (Caraviello, 2004). SHS’ nin mI’de 250-300
bin hicrenin tUzerinde olmasi genellikle mastitis
gostergesi olabilir (Rice ve Bodman, 1997; Kirk, 2005;
Dogan ve ark. 2020). Kaygisiz ve Karnak (2012)
stirtilerde ortalama SHS diizeyinin yasal tst simirin
altinda olmasina ragmen bireysel SHS degerlerine
gore suriidde SHS>200 bin hiicre mL! olan ineklerde
meme ici enfeksiyonun 6nemli diizeyde arttigini tespit
etmiglerdir.

Akut faz proteinleri enfeksiyon ve stres sirasinda
viicutta salgilanan bir grup proteindir. Stt amiloid A
(SAA) ise temel akut faz proteinlerinden biri olup
enfeksiyon sirasinda siite gecmektedir (Whelehan ve
ark., 2011; Ceciliani ve ark., 2012). Escherichia coliile
olugturulan arastirilmalarda mastitislerde Serum
Amiyloid A ve SAA seviyeleri oldukg¢a yiiksek
bulunmug ve mastitis olgularinda SAA diizeyinin
glvenilir bir parametre oldugu belirtilmistir. Deneysel
mastitis vakalarinda SAA saghkh slitte
belirlenememistir. Mastitisli stitte ise SAA miktarinin
(etkenin verilmesinden 12 saat sonraya kadar), kan
serumundaki miktarindan (12 ile 24 saat sonrasina
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ark., 2003). SAA'nin hem subklinik mastitis (Eckersall
ve ark, 2006; Gerardi ve ark., 2009) hem de klinik
mastitis igin guvenilir bir belirte¢ oldugu
kanmitlanmistir (Molenaar ve ark., 2009; Kovac ve ark.,
2011; Pyérila ve ark., 2011).

Mastitisin teghisinde kullanilan diger yoéntem de
elektriksel iletkenliktir. Stitteki elektriksel iletkenlik,
stitiin yapisinda bulunan kalsiyum, sodyum, laktoz
gibi elektrolitlerin yapisina bagh olarak degisiklik
gostermektedir (Timurkan, 2014). Normal bir siitiin el
cihazlar ile 6l¢ilen elektriksel iletkenlik 25 °C ’de 4-
5.5 mS cm?l araligindadir. EI 6lciimiiniin esasim
mastitisli  sttlerdeki iyon konsantrasyonundaki
degisimleri belirlemektedir. Mastitisten kaynakl
meme dokusundaki tahribata bagh olarak stutte laktoz
ve K* konsantrasyonu azalmakta, Na* ve Cl iyonu
konsantrasyonlarinda ise artis olmaktadir. Bu ise
siitiin elektriksel iletkenligini artirmaktadir (Wong,
1988).

Sut pH degerinin nétr'e yakin olmasi asitligin makul
diizeyde oldugunun belirtisidir ve taze siitler zaman
gectikce bakteriyel bozulmaya maruz kalarak 6.6-6.8
olmas1 gereken normal pH degeri dismeye baglar
(Diler ve Baran, 2014). Siitiin pH diisiisii/artis1 veya
yiksek sicakliklar proteinlerin pihtilagmasina sebep
olur (Homan ve Wattiaux, 2009). Siitte pH degerinin
artmasinin baglica sebepleri ise nétralize edici madde
ilavesi, mastitis, sap vb. hastaliklara bagh siltin
yapisinda meydana gelen degisimlerdir (Metin, 2003).

Bu c¢alisma Afyonkarahisar ilinde Holstein ve
Simental 1rki ineklerden elde edilen siitlerde SHS nin
SAA, EI ve pH ile iligkisinin ortaya konulmasi
amaclanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Afyon ilinde farkh kigilere ait beg farkl 6zel ¢iftlikten
toplamda 50 adet inek sutu toplanmistir. Holstein ve
Simental 1rki inekler farkli laktasyon dénemlerinde
olup yaslar1 3-10 arasinda ve benzer bakim ve
beslenmeye tabi tutulan hayvanlardan sec¢ilmigtir. Siit
ornekleri her inekten meme lobu bazinda sabah sagimi
sonras1 alinmis ve toplanmadan once meme baslar
yikanip kagit havlu ile kurutulmugtur. Meme baslari
%95’lik alkollii pamuk ile iyice dezenfekte edilmistir.
Ornek kaplarina siit alinmadan 6nce 6n siitler atilmig
ve sut oOrnekleri, steril plastik tlpler ic¢inde
toplanmisgtir.
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Somatik Hiicre Sayimi

Metilen mavisi, %951ik etil alkol, asetonitril, glasiyel
asetik asit karisimi hazirlanmis ve Uluslararasi
Sutgilik Federasyonunun metoduna gore sayim
yapilmigtir (Anonim, 1981; Ozeng ve ark., 2008).

Elektriksel Iletkenlik Ol¢iimii ve pH Analizi

Konduktometreler, elektrotlar vasitasiyla igerisine
daldirilan sivinin igerdigi anyon ve Kkatyonlarin
elektrigi iletme kabiliyetlerinden faydalanilarak
iletkenlik derecesinin 6lglilmesi prensibine gore
caligir. Ol¢iim oncesi cihazin kalibre edilmesi icin
hazirlanan potasyum kloriir ¢ézeltilerinin elektriksel
iletkenlikleri ¢lgiiliir. Sonra cihazin probu ve
termometresi numuneye daldirilir, bir-iki tur ¢evrilir
ve cihazin gosterdigi deger sabitlestikten sonra okuma
yapilir. Iletkenlik 6lgiimleri icin c¢ig siitler falkon
tuplere alinarak hiicre sabiti k= 0,341 1/cm kabul
edilen WTW marka (Cond 330i/SET) portatif bir
kondiiktometre ile 6l¢iilerek sonuglar mS ¢cm olarak
verilmistir (Géncii ve Yesil, 2018). pH degeri, oda
sicakhiginda portatif bir pH metre (InolaLWTW series
pH 720) ile belirlenmistir. Cihaz probu siitle dolu
ornek tipline daldirilarak ve ekranda stabilite
gostergesi goriindiigiinde kayit yapilmistir (Géncii ve
Yesil, 2018).

Siit Amiloid A Analizi
Stit orneklerinde SAA konsantrasyonlari ticari kit
(Tridelta Development, Maynooth, Ireland)

kullanarak belirlenmigtir. SAA kiti bir solid faz ELISA
kitidir. SAA i¢in spesifik monoklonal antikorlar
kuyucuklara kaplanmistir. Stt 6rnekleri ve bilinen
miktarda SAA igeren standartlar kuyucuklara eklenir.
Kuyucuktaki SAA, playtte kapli immobilize antikor
tarafindan yakalanir. Bir adimlik bir prosediir ile
konjugat antikor ile isaretlenir. Baglanmamig
materyalin uzaklastirilmasi i¢in yikama iglemi yapilir
ve Streptavidin- Horse Radish Peroxidaz (Streptavidin
HRP) konjugati eklenir ve inkiibe edilir. Ikinci
inkiibasyonu takiben TMB substrat eklenir. Olugan
rengin yogunlugu, orijinal numunede bulunan SAA
konsantrasyonu 1ile orantilidir. Optik yogunluklar
otomatik pleyt okuyucuda (Model ELx 800; Bio-tek Inc,
Winooski VT, USA) 450 nm'de okunmustur. SAA
konsantrasyonlar:, tretici tarafindan saglanan
referanslar  kullanilarak standart bir egriye
dayanilarak hesaplanmigtir. Sut Ornekleri 1:50
oraninda seyreltilerek iki kez Ol¢im yapilmigtir.
Orneklerin konsantrasyonlar:, uygun diliisyon faktérii
ile carpilarak ug mL! olarak belirlenmigtir. Siit
numuneleri i¢gin ¢aligma araligi 0.438 - 7.5 ug mL! ve
testin duyarhhg: 0.10 ug mL! dir

Istatistiksel Analiz
Toplanan inek siitlerinde SHS diizeyi 200 bin hicre
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mL 1 altinda olan Grup I (GI) ve 200-400 bin hiicre mL-
larasinda olanlar Grup II (GII) ve 400 bin hiicre mIL!
iistiinde olanlar ise Grup III (GIID) olmak iizere 3
gruba ayrilmigtir. Calismadan elde edilen SAA, pH,
EI, SHS degerlerinin Shapiro Wilk testi sonucunda
normal dagilim géstermedigi tespit edilmistir (p<0.05).
SAA, pH ve iletkenlik degerlerinin SHS degiskenine
gore olusturulan gruplara iligkin istatistiksel olarak
farklihiginin  degerlendirilmesinde  Kruskal-Wallis
analizinden yararlamilmistir. Kruskal-Wallis analizi
sonucunda gruplar arasindaki farkliligi belirlemek
amaciyla yapilan post hoc testlerinden Dunn testi
kullanilmigtir. Ayrica degiskenlerin  birbiri ile
iligkisinin analizi Spearman korelasyon analizi ile
gerceklestirilmigtir. Istatistiksel analizler icin SPSS
22.0 paket programi kullanilarak p<0.05 anlamlilik
seviyesi secilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Bu arastirmada, stit 6rneklerinde SHS, SAA diizeyleri,
EI ve pH degerleri 6l¢tilmustiir. Saghkh stitte SAA 0.6
mg L1 diizeyinde seyreder (Kumar ve ark. 2014).
SAA'min hem bireysel ineklerde hem de siiri
diizeyinde meme sagliginin dogru ve guvenilir bir
Olctisti oldugunu ve mastitisli ineklerde yiiksek SAA
seviyeleri bildirilmistir (Petersen ve ark., 2004; Berry
ve ark., 2005; Kovac ve ark., 2011; Kovacevié-Filipovié
ve ark., 2012; Safi ve ark. 2009). Bu calismada, GIII'iin
SAA konsantrasyonu, GII'nin degerlerinden neredeyse
(sirasiyla 3.88 ve 2.03 pg mL1). %50 daha fazladir.
Berry ve ark. (2005) saglikli ineklerin siitiindeki SAA
konsantrasyonunun diisik oldugunu ve bu degerin
500 ng mLlye yukselmesinin meme bezindeki
bagisiklik  yamitinin  bir  goéstergesi  oldugunu
belirtmiglerdir. Staphylococcus aerous ile deneysel
olusturulan kronik mastitis olgularinda stitteki SAA
seviyelerinde artig surekli tespit edilirken, kronik
subklinik mastitis sturesince yalniz SAA seviyesinde
artis goézlenmistir (Gronlund ve ark. 2003). Jaeger ve
ark. (2017) ¢oziilmiis siit numunelerinde Kscherichia
coli, Staphylococcus aureus, streptococci kaynakl
mastitisi tespit etmek i¢in SAA-ELISA degerini 3.9 ug
mL! ve majér patojenler arti olarak Corynebacterium
bovis, koagiilaz negatif stafilokoklar, Bacillus spp.,
Streptomyces spp. kaynakli mastitis tespit etmek icin
1.6 ug mL1! egik degerlerini 6nermektedir. Baska bir
¢alismada, SAA igin en iyi esigin 13.43 ug mL!
oldugunu ve bu degerinin klinik mastitis tespitinde
altin standart olarak % 100 duyarlihk ve % 100
ozgiilliik ile sonuclandig bildirilmistir (Haghkhah ve
ark. 2010). Bu calismada 50 inekten alinan siit
orneklerinde SAA seviyeleri ortalama olarak 3.04
+2.23 ug mL! tespit edilmistir. Yapilan calismalar gz
onltine alindiginda SAA degerlerinin literatiirde
belirtilen saghklh stit SAA degerlerine gore yiiksek
cgiktig1 tespit edilmistir. SAA seviyesindeki artis
genellikle siitte SHS'deki artigla iliskilidir (Petersen
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ve ark., 2004; Suojala ve ark., 2008; Gerardi ve ark.,
2009; Bochniarz ve ark. 2017) Calismada SHS
gruplarina gére SAA degerlerinin istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosterdigi belirlenmistir (p<0.05)
(Cizelge 1). Bu calismada, akut faz proteini olan
SAA’min siitteki konsantrasyonlari, artan SHS ile
onemli 6l¢lide artmagtir. Bu sebeple artan bu degerin
hastaliktaki siddetin bir gostergesi olarak degerli

Cizelge 1. SHS gruplarina gore SAA, pH ve EI degerleri
Table 1. MAA, pH and EC values according to SCC groups

olabilecegini soyleyebiliriz. SAA ile SHS arasinda
istatistiksel olarak anlaml, pozitif yonde, orta
derecede bir iliski oldugu belirlenmistir (p<0.05;
r=0.557) (Cizelge 2). SHS ve SAA arasindaki orta
derecede korelasyon, meme enfeksiyonunun uzunlugu
veya ciddiyetindeki farkhiliklara baglanabilir (Nielsen
ve ark. 2004; Bochniarz ve ark.,2017).

Degiskenler (Variables) N Medyan (Q1-Q3)IQR) (Median) P
SAA <200000 21 2.03 (0.53-3.25)(2.72)a 0.004*
(MAA) 200000-400000 7 2.31 (1.40-3.16)(1.76)ab
>400000 22 3.88 (2.55-6.52)(3.97)b
pH <200000 21 6.77 (6.73-6.80)(0.07) 0.747
200000-400000 7 6.76 (6.70-6.88)(0.18)
>400000 22 6.77 (6.72-6.92)(0.20)
El <200000 20 3.73 (3.41-3.90)(0.49) 0.119
(EC) 200000-400000 6 3.55 (3.46-4.00)(0.54)
>400000 22 3.99 (3.46-4.29)(0.83)

*p<0.05; IQR:Inter Quantile Range; a,b’ Farkli harfler gruplar arasindaki farkliig1 temsil etmektedir. Somatik hiicre sayisi: SHS: Siit amiloid

A: SAA; Elektriksel iletkenliki: ET

Stutin pH degeri trin isleme teknolojisi acgisindan
olduk¢a énemlidir (Tekingen ve ark. 2002). Siitte pH
degerinin diisiik olmasi asitligin yiiksek olmasinin bir
gostergesi olup, pH degerinin nétr'e yakin olmasi
asitligin ideal diizeyde oldugunun belirtisidir (Diler ve
Baran, 2014). Bu calismada pH degerleri GI'de 6.77
GIT'de 6.76 ve GIIT’de 6. 77 olarak belirlenmistir. SHS
gruplarina gére pH degerlerinin istatistiksel olarak

Cizelge 2. SAA, pH ve EI degerlerinin SHS ile iligkisi

anlamli  farkhillk goéstermedigi tespit edilmistir
(p>0.05). Bircok calismada iyi kaliteli siitlerde pHin
6.5-6.8 arasina bulundugu bildirilmistir (Metin, 2003;
Raynal-Ljutovac ve ark., 2007; Homan ve Wattiaux,
2009). Bu calismada belirlenen pH degeri bazi calisma
sonuclarindan yiiksek (Gayretli, 2013; Diler ve Baran,
2014; Tuncer, 2015) Ceylan ve ark., 2013 ile benzer
bulunmustur.

Table 2. Relationship of MAA, pH and EC values with SCC

SAA(MAA) pH EL(EC) SHS (sce)

SAA r 1.000 .083 .313 557
(MAA) p ) .565 .030" .000™*

N 50 50 48 50
pH r .083 1.000 .287 179

p .565 ) .048* 214

N 50 50 48 50
El r .313 .287 1.000 .292
(EC) p .030" .048* ) .044*

N 48 48 48 48
SHS (hiicre mL) r 557 179 .292 1.000
SCC (cells mL ) p .000™* 214 .044* )

N 50 50 48 50

*p<0.05; **p<
Iletkenliki: ET

Mastitisin teshisi amaciyla sttin elektriksel (EI)
kullanimi, SHS yonteminden daha kolay, yiiksek
giivenilirlige sahip olmasi ve mastitisle arasinda orta-
yiksek iligki bulunmasi nedeniyle diger tam
yontemleri 1ile birlegtirilmesinin yararli olacag:
bildirilmistir (Bastan ve ark., 1997; Atasever ve
Erdem, 2008)
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‘p<0.001; N: Numune sayisi’ r’ Spearman korelasyon katsayisi Somatik hiicre sayisi: SHS; Sit amiloid A: SAA; Elektriksel

Saglikl ineklere ait siitlerin 25 °C’deki EI degerleri 4-
5,560 mS cm?l olarak bildirilirken uluslararas:
standartlara gore 5.6 mS/cm 'den buyuk degerlerin
mastitis stipheli olarak kabul edildigi, 6rnegin Staph.
aureus enfeksiyonunda 7.1-7.5 mS cm! tespit edilmesi
6.0 mS cm™Vnin Gizerindeki degerlerin meme bezlerinde
patolojik olusumlardan kaynaklanabilecegini
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diisindiirmektedir (Nielen ve ark., 1992; Bastan ve
ark. 1997; Spauskas ve ark., 2006). Tuncer (2015) dort
ilde bulunan 22 adet siit toplama tankindan alinan stt
orneklerinin ortalama EI degeri 2.90+0.007 olarak
belirlemistir. Calismada EI degerleri ortalama
3.85+0.65 mS cm! tespit edilmigtir. SHS gruplarinda
El anlaml farklilhk gostermese de, EI ile SHS
arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif yonde,
diisiik derece bir iliski oldugu belirlenmistir (p<0.05;
r=0.292) (Tablo 2). EI 6l¢iimii mastitis tamsi i¢in SHS
gibi masraf ve daha ¢ok ig yiiku getiren bir analizden
daha ekonomik olsada EI'ni etkileyen bircok faktor soz
konusudur. Bu faktérler (siitiin bilesimi, miktari, 1s1s1,
hayvanin irki, mevsim, mikrobiyal flora, laktasyon
sayisi, laktasyon donemi, meme lobu, sagim siklig1
,gunlik degisimler, kizginlik, hastaliklar, beslenme
diizeyi ) (Nielen ve ark., 1992; Bastan ve ark. 1997;
Norberg, 2005; Spauskas ve ark., 2006 ) diisiiniiliirse
¢ig inek sitinde EI calismalarmin artmasi
gerekmektedir. Bu acidan siitiin El'ne gére yapilan

degerlendirmelerde bu faktorlerinde g6z oOntinde
bulundurulmasi1 ve diger tam1 yontemleri ile
birlegtirilmesininde faydal olacagi kanisina
varilmigtir
SONUC

Bu c¢alismanin sonuglari, SAAnin siit kalitesinin ve
ayrica subklinik mastitin tanimlanmasinda dogru,
duyarli ve spesifik bir belirte¢ olarak yiiksek 6nemi
sebebiyle siitte SAA o6l¢gimlerinin, hayvan sagligi
acisindan inek ¢ig sttinin hizli takibi igin yararh
olabilecegi distiniilmektedir

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catismasi olmadigini beyan ederler.

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig

olduklarini beyan ederler.
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