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ineklerin Siitiindeki MDA, GSH Duizeyleri ile GSH-Px, CAT
Aktiviteleri Uzerine Subklinik Mastitisin Etkisi

Subklinik mastitis sik kargilagilan mastitis formu olup sit lretiminde azalma ve siit kalitesinde diisme
ile karakterizedir. Bu calismada subklinik mastitisin ineklerin sittindeki oksidan (malondialdehit, MDA)
ve antioksidan (glutatyon, GSH; glutatyon peroksidaz, GSH-Px ve katalaz, CAT) durum uzerine
etkisinin arastiriilmasi amaglandi. Arastirmanin materyalini, yaslari 4-8 arasinda degisen, farkl
irklardan, toplam 40 bas inek olusturdu. Ineklerde mastitis teshisi California Mastitis Testi (CMT) ve
bakteriyolojik muayene ile yapildi. Kontrol, CMT*', CMT"?, CMT"® olmak (izere dort grup olusturuldu.
Mastitis teshisi konulan meme loblarindan siit numunesi alinarak MDA ve GSH diizeyleri ile GSH-Px
ve CAT aktiviteleri 6lgtildi. MDA dizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktivitelerinde istatistiki agidan énemli
fark bulunmadi (P>0.05). Bununla birlikte, mastitisin derecesine bagli olarak GSH-Px aktivitesinde
istatistik olarak 6nemli olmayan azalma tespit edildi. Sit GSH diizeyinde mastitisin derecesine bagli
olarak saptanan azalma CMT" siddetindeki mastitisde istatistik olarak énemli bulundu (P<0.001).
GSH oksidatif hasardan dokulari korumada ve lokositler tarafindan fagositozda etkilidir. CMT"™®
siddetindeki mastitisde siitte GSH diizeyinin 6nemli azalmasi antioksidanlarin bu asamada yetersiz
kalabilecegine isaret eder.

Anahtar sdzcikler: Subklinik mastitis, malondialdehit, glutatyon, glutatyon peroksidaz, katalaz.

The Effect of Subclinical Mastitis on MDA, GSH Levels and GSH-Px, CAT Activities
in Milk of Cows

Subclinical mastitis is one of the most observed mastitis forms in dairy cattle resulting in decreased
milk production and quality. The aim of this study was to investigate the oxidant (malondialdehyde,
MDA) and antioksidant (glutathione, GSH; glutathione peroxidase, GSH-Px; catalase, CAT) status in
milk of cows with subclinical mastitis. A total of 40 cows, 4-8 ages and various breeds, were used as
experimental material. Subclinical mastitis was diagnosed by California Mastitis Test (CMT) and
bacteriological examination of milk samples. Four groups consisted of control, CMT"", CMT*, CMT*®
were designed. The milk samples from mammary lobes with mastitis were collected. MDA, GSH
levels and GSH-Px, CAT activities in the milk were determined. No statistically significant difference
was found MDA level and GSH-Px, CAT activities (P>0.05). However, with increasing mastitis
degree, GSH-Px activity was decreased but not significantly. Decreasing in milk GSH levels with
increasing mastitis degree was found statistically significant for CMT*® mastitis (P<0.001). GSH is
effective in protecting tissues from oxidative damage and in phagocytosis by leukocytes. Decreasing
in milk GSH levels in CMT"® mastitis degree indicates an insufficient of antioxidants in this mastitis
degree.

Keywords: Subclinical mastitis, malondialdehyde, glutathione, glutathione peroxidase, catalase.

Giris

Mastitis, memenin parankim dokusu, st kanallar ve interstisiyel dokusunun yangisi
olarak bilinir. Mastitis genellikle laktasyon ile iliskili olup, olusum nedenine gére
enfeksiydz, travmatik veya toksik, seyrine gore klinik veya subklinik, siiresine gére de akut
veya kronik olarak siniflandiriimaktadir. Mastitisin sebepleri, hazirlayici ve yapici sebepler
olmak Uzere ikiye ayrilir. Yapici sebeplerin en énemlileri mikroorganizmalardir. Diinyanin
bircok Ulkesinde ve tim evcil hayvanlarda goériilen bu hastalik, sit ineklerinde siit
miktarinda azalma, Uretilen siit ve sut Urlinlerinde kalite disUkligu nedeni ile énemli
ekonomik kayiplara yol agar (1, 2).

Subklinik mastitis en sik karsilasilan mastitis formudur. Memede makroskopik olarak
yangl ve sltte gozle gorilur bir degisiklik olmamasina ragmen st Uretiminde azalma ve
sut kalitesinde dlismeye sebep olur (2). Subklinik mastitis diger mastitislere oranla daha
fazla sekillenmesi ve %3-26 oraninda sit kaybina neden olmasindan dolayi dnemlidir (3).

Serbest radikal eslenmemis elektron tagiyan atom veya atom gruplaridir (4). Serbest
radikallerin zararli etkilerinden korunmak icin hiicreler enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan savunma sistemlerini kullanirlar. Serbest oksijen radikalleri baslica;
superoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) gibi enzimatik
ve glutatyon (GSH), a-tokoferol, karotenoitler ve C-vitamini gibi enzimatik olmayan cesitli
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antioksidanlarla  uzaklastirilabilir (5, 6). Serbest
radikallerin artmig Uretimi ve mevcut antioksidan
molekiller arasindaki dengesizlik oksidatif strese sebep
olur (7). Mastitisin teshisi, meme ve sitin klinik
muayenesi, sutin kimyasal, fiziksel, hilcresel ve
mikrobiyolojik muayenesi ile yapilabilmektedir. Ayrica bu
hastaligin kan ve vicut sivilarinda meydana getirdigi
biyokimyasal degisiklikler de arastirimistir (8). Mastitisli
ineklerin kaninda oksidan ve antioksidan parametrelerin
degisimi ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmasina ragmen
(1, 9-13) mastitisin sutin oksidan (MDA) (9, 14) ve
antioksidan (GSH, GSH-Px ve CAT) (10) durumunu nasil
etkiledigi ile ilgili sinirli sayida ¢alismaya rastlaniimistir.
Bu nedenle subklinik mastitisin ineklerin situndeki
oksidan (MDA) ve antioksidan (GSH, GSH-Px ve CAT)
parametreleri nasil etkilediginin arastiriimasi
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismanin materyalini Firat Universitesi Veteriner
Fakiltesi Dogum ve Jinekoloji Klinigine getirilen, yaslari
4-8 arasinda degisen, farkh irklardan, toplam 40 bas inek
olusturdu. Ineklerde mastitis teshisi California Mastitis
Test (CMT) ve bakteriyolojik muayene ile yapildi. Mastitis
teshisi konulan meme loblarinin meme bagi deligi
cevresi, etil alkolli (%70) pamukla temizlendikten sonra,
bu meme loblarindan steril tliplere yaklasik 5 ml siit
numunesi alindi. Hayvanlardan alinan siit numuneleri, 2
saat igerisinde bakteriyolojik muayenelerin yapilmasi igin,
F.U. Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarina
ulastirildi. Sutinde klinik olarak herhangi bir bozukluk
bulunmayan fakat CMT ve mikrobiyolojik muayeneye
pozitif cevap veren hayvanlar subklinik mastitisli grubu
(n=30), negatif cevap verenler ise kontrol grubunu
olusturdu (n=10). CMT muayenesine gore subklinik
mastitisli sttler CMT*" (n=10), CMT*? (n=10), CMT*®
(n=10) olmak lzere 3 gruba ayrildi.

Alinan sutler 3000 g’de 10 dakika santriflij edilerek
Ust kisimda biriken yagd uzaklastirildi. Geriye kalan sitte
CAT ve GSH-Px aktivitesi ile MDA ve GSH seviyesi
belirlendi.

ineklerin Sitiindeki MDA...
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MDA seviyesi Placer ve ark. (15)’'nin metoduna gére
tespit edildi. Olugsan MDA, tiyobarbitlrik asitle (TBA)
pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu ¢ozeltinin
absorbansi 532 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgllerek
lipid peroksidasyonun derecesi saptanmaktadir. MDA
dizeyi nmol/ml olarak hesaplandi.

GSH-Px aktivitesi Beutler (16) metoduna goére
Olglildi. GSH-Px aktivitesi, NADPH oksidasyonunu
takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’de sistemin
optik dansitesindeki disisten hesaplanir. GSH-Px
aktivitesi U/g protein seklinde hesaplandi.

GSH konsantrasyonu Beutler ve ark. (17) metoduna
gbre Olguldl. GSH seviyesi, 5.5-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) (Ellmann’s sollsyonu) ile sulfhidril gruplarinin sari
renk olusturmasi ve bu rengin 412 nm’de olgllimesi
esasina dayanir. GSH seviyesi pmol/ g protein olarak
verildi.

CAT aktivitesi Aebi (18)'nin bildirdigi metoda goére
tespit edildi. Aktivite 6lgimi ortamindaki H,0,'nin CAT

vasitasiyla suya donlisimd saglanirken meydana gelen
absorbans azalmasinin 240 nm'de Olg¢llmesi esasina
dayanmaktadir. Harcanan H,0, miktarindan CAT

aktivitesi sonuglari k/g protein cinsinden verildi.

Protein miktarini 6lgmede ise Lowry metodu (19)
kullanildt.

istatistiksel analizz Gruplar arasindaki farkin
kontrolinde SPSS 12.0 paket programi kapsaminda
varyans analizi ve Duncan testinden faydalanildi,
sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi.

Bulgular

Subklinik mastitisli ineklerin siitindeki MDA ve GSH
dizeyleri ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri Tablo 1'de
verildi. MDA duzeyleri ile GSH-Px ve CAT aktivitelerinde
istatistiksel acgidan ©nemli fark bulunmadi (P>0.05).
Bununla birlikte, mastitisin derecesine bagl olarak GSH-
Px aktivitesinde istatistik olarak énemli olmayan azalma
tespit edildi. Stit GSH duzeyinde mastitisin derecesine
bagll olarak saptanan azalma CcMT™ siddetindeki
mastitisde istatistiksel olarak énemli bulundu (P<0.001).

Tablo 1. Subklinik mastitisli ineklerin stutinde MDA ve GSH duzeyleri ile GSH-Px ve CAT aktiviteleri (Ort + Std hata).

Kontrol Mastitis Mastitis Mastitis P
cmT CMT ** CMT *®
n:10 n:10 n:10 n:10

MDA 6.7+0.14 6.53+0.22 6.63+0.23 6.77+0.25 -
(nmol/ml)
GSH 1.07+0.10° 0.89+0.11° 0.78+0.14% 0.35+0.06" 0.001
(pumol/gr protein)
CAT 3.3240.36 3.28+0.32 3.14+0.57 3.45+0.67 -
(k/g protein)
GSH-Px 1.24+0.28 0.99+0.21 0.98+0.22 0.87+0.27 -

(U/ g protein)

a,b: Ayni satirda farkli harfler iceren grup ortalamalari arasi farklar Snemlidir (p<0.05).
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Tartisma

Mastitis, siit veriminin dismesine, sutiin bilegiminin
dedismesine  ve  ineklerin  Uretken  dmurlerinin
kisalmasina neden olmaktadir. Mastitise bagh sut
kayiplarinin yaklagik %70-80’i subklinik mastitisten
kaynaklanmaktadir (20).

Glnumuzde mastitisin tanisinda sutiin mikrobiyolojik
inceleme ve somatik hiicre sayimi disinda kullanilan bazi
biyokimyasal parametreler vardir. Yangi sirasinda site
0zgl birgok enzimin aktivitesinde degisiklikler gorilir.
Sit sentezi ile baglantili enzimler azalirken yangi
reaksiyonu ile ilgili enzimler artis gosterir (2). Mastitisli
ineklerin kaninda enzimatik antioksidanlarin azaldigi
(CAT, GSH-Px, SOD) bildiriimektedir (9, 10, 21, 22).
Yarim ve Salmanoglu (10), subklinik mastitisli ineklerin
sutinde de GSH-Px ve SOD aktivitesini dusuk
bulmuslardir. Mevcut calismada da subklinik mastitisli
ineklerin sitlindeki CAT aktivitesinin degigsmedigi fakat
sutteki GSH-Px aktivitesinin saglikhlara goére dusik
dizeyde tespit edilmis ancak bunun istatistiksel olarak
6nemsiz oldugu saptanmisdir. Bu azalma enzimin
substrati olan GSH’un sltteki seviyesinin mastitisin
derecesine bagl olarak azalmasiyla iligkili olabilir. Atroshi
ve ark. (23), mastitis olgularinda yangiya bagl olarak
meydana gelen serbest radikallerin etkisi sonucu
antioksidan kullaniminin arttigini bunun sonucunda da
enzimlerin diizeylerinin azaldigini belirtmislerdir.

Mastitisli  ineklerin  kaninda enzimatik olmayan
antioksidan parametrelerin degisimi ile ilgili cesitli
arastirmalarda vitamin A, E ve C, B-karoten, GSH, Se
dizeylerinin  saglikh  ineklerden  dusik  oldugu
saptanmistir (1, 9, 11, 12, 21, 23-25). Bizim
¢alismamizda da mastitis sonucu sitte GSH diizeyinde
onemli azalmanin oldugu tespit edildi. Sitte asin
miktarlarda nétrofil, makrofaj, lenfosit, eozinofil ve meme
dokusunun cesitli epitel htcrelerinin bulunmasi, meme
bezinin yangisindan dolayr mikroorganizmalara meme
dokusunun cevabl olarak g6z 6nunde tutulur (26).
Mastitis enfeksiyonlarinda yangiya ve somatik hicre
sayisindaki (SHS) artisa bagli olarak kanda Iokosit
sayisinda artis meydana gelmektedir. Mastitiste memede
doku hasari sonucu sitin kalitesi bozulmakta, bdlgede
Iokositlerden  makrofajlar  ve  noétrofillerin - sayisi
artmaktadir. Enfeksiyon etkeninin meme kanalini enfekte
etmesi nedeni ile slite gegen I6kosit ve epitel
hicrelerinden enzimlerin serbest hale gegmesi sutteki
enzim seviyesini ylkseltmektedir (27, 28). Lo&kositler,
Ozellikle aktif olan fagositler meme hastaliklarinda
gereken performansi artirmak icin antioksidanlara ihtiyag
duyar. Lokositlerin - fonksiyonlarini - gelistirmek igin
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antioksidanlarin glici, bunlarin hastalikh memelerdeki
yararli etkilerini kismen agiklayabilir (29). Mevcut
calismada, mastitis sonucu siitte GSH diizeyinde azalma
I6kositlerin - antioksidan olarak GSH’1I kullanmalariyla
iliskilendirilebilir. Plazma GSH konsantrasyonu da
ineklerdeki somatik hicre sayisi negatif korelasyon
gOstermekte (30, 31) olup GSH'un oksidatif hasardan
dokulari korumada ve l6kositler tarafindan fagositozda
etkili oldugu bildiriimektedir (22). Buna paralel olarak
mastitis sonucu sitlin total antioksidan kapasitesi,
vitamin E ve Se dizeylerinin distigini bildiren gesitli
calismalar mevcuttur (9, 23, 25, 26). Nitekim yapilan
arastirmalarda, antioksidanlarin azalmasinin mastitis
riskini artirabilecegi ve antioksidan takviyesinin ise bunun
o6nlenmesinde 6nemli oldugu belirtiimektedir (9, 23, 24,
32).

GSH-Px enzimi  noétrofiller ve  makrofajlarin
aktivitelerinde olumlu yonde etkide bulunur (23).
Lokositlerin  aktiviteleri igin  gerekli olan GSH-Px
enziminin fagositoz sirasinda I6kositler tarafindan
kullaniimasi  sonucu  GSH-Px  enzim  aktivitesi
azalmaktadir (33). GSH’un dlizeyinde mastitis seviyesine
bagh olarak gorilen azalma, GSH'u substrati olarak
kullanan enzimlerden biri olan GSH-Px enzim
aktivitesinin de azalmasina sebep olmustur. Bu CMT "
siddetindeki mastitisde sltte antioksidanlarin yetersiz
kalabileceginin agik gostergesidir.

Meme bezi yangilarinda fagositik hicrelerin yangi
yerine gogl sonucu aktivitelerine bagh olarak daha fazla
oksijen kullaniimasiyla lipit peroksidasyonu olusmakta ve
lipit peroksidasyonunun bir Uriniu olan MDA dizeyi
artmaktadir (34). Mastitisde plazma MDA dizeyinin
arttigini bildiren arastirmalara (9, 11, 13, 14) ragmen
Diindar ve ark. (14)'nin tespit ettigi gibi bu galismada da
mastitiste sit MDA dlizeyinin degismedigdi saptanmigtir.
Zit olarak, inek ve buffalolarda subklinik ve klinik
mastitiste sit MDA dizeyinin arttigi bildirilmistir (9, 13).
Diger taraftan Kizil ve ark. (12) ile Ranjan ve ark. (35),
subkilinik mastitisde degilde klinik mastitiste kan lipit
peroksit diizeyinin énemli artis gosterdigini belirtmislerdir.

Mastitise kargi direng ve immun sistemin arttiriimasi
icin meme bezi hastaliklarinda antioksidanlar ¢ok
onemlidir (32). Subklinik mastitis sonucu sitteki MDA
diizeyinin degismedigi, fakat antioksidan 6zellige sahip
GSH seviyesinde 6nemli azalmanin oldugu belirlenmisgtir.
Subklinik mastitisin st Uretiminde azalma ve sit
kalitesinde dismeye sebep oldugu bilinmektedir.
Antioksidan kapasitede gorev alan GSHun sltte
azalmasi, subklinik mastitiste  sttin  kalitesinin
dismesinde etkili diger bir faktor olabilir.
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