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BUZAGI iISHALLERINE KARSI ASILANAN GEBE DUVELERDE Corynebacterium
cutis LIZATI’NIN KOLOSTRUM IMMUNGLOBULIN G DUZEYLERINE ETKISi
Hiiseyin CALIK
Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Veteriner i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi, Haziran 2016
Damisman: Prof. Dr. Vehbi GUNES
OZET
Bu ¢aligmanin amaci, buzagi ishallerine karsi asilanan gebe diivelerde corynebacterium cutis
lizatr’nin kolostrum immunglobulin G diizeylerine etkisini arastirmaktir. Bu amagla , Nevsehir
ili Kalaba ilgesinde bulunan ticari bir siiriideki klinik agidan saglikli Holstein diivelerden segilen
30 adet siitcii sigir ¢alisma materyalini olusturmustur. Tim hayvanlar rastgele {ic gruba
bolinmiis ve gebeliklerinin son altinci ve tgilinci haftalarinda tiim enjeksiyonlar yapilmustir.
Birinci gruba kontrol amaciyla belirtilen zamanlarda yalniz serum fizyolojik enjekte edilirken,
ikinci gruba; yalniz inaktif Rota, Coronavirus antijenleri ve inaktif enteropatojenik E.Coli’nin 3
serovar’ini igeren ticari bir trivalan as1 (Kolibin RC Neo®, Interhas-Turkey) 2 mL kas i¢i
verilmigtir. Her bir as1 enjeksiyonu ile birlikte Corynebacterium cutis lizat1 (Ultra-corn® In;.
Susp. Virbac-France) enjeksiyonu ayni zamanlarda {iglincii gruba uygulanmistir. Kan 6rnekleri
enjeksiyonlardan once ve diivelerin dogum yaptigi gin kuyruk venasindan alinmigtir.
Kolostrum ornekleri dogumdan hemen sonra toplanmistir. Serum ve agiz siitiindeki IgG
seviyelerini tespit etmek i¢in ticari bir ELISA kiti (Bovine IgG, MyBioSource, USA)
kullanilmigtir. Gebeligin son ii¢iincii haftasinda ve dogumun gergeklestigi giinde sadece asiya
maruz kalan diivelerdeki IgG seviyelerinin ortalamasi (36,69 + 17 mg/ml) istatiksel olarak
kontrol diivelerinkinden daha yiiksek (16,40 + 8,68 mg/ml) bulunmustur. Ancak, gebeligin son
tiglincli haftasinda tigiincii grubun IgG seviyelerinin ortalama degeri 81,06+48,27 mg/ml olup
diger gruplarinkinden anlaml olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Dogumun gergeklestigi
giindeki IgG seviyelerinin ortalamasi ikinci (90,01 + 63,45 mg/ml) ve ii¢iincii (100,59 £+ 56,05
mg/ml) gruplar arasinda istatistiki farklilik gostermemistir. Bununla beraber, {iglincii grubun
kolostrum o6rneklemindeki IgG seviyelerinin ortalama degeri (38,25 + 3,66 mg/ml), birinci
(16,23 + 3,72 mg/ml) ve ikinci (25,09 + 5,98 mg/ml) gruplarinkinden istatiksel olarak daha
yiksek bulunmustur. Elde edilen bulgular 1s1ginda, Corynebacterium cutis Lizatinin gebe
diivelerin serum ve kolostrumlarinda IgG seviyelerinde énemli bir artisa neden oldugu sonucuna

varimistir.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Corynebacterium cutis lizat, agiz siitii, diive, as1
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THE EFFECT OF Corynebacterium cutis LYSATE ON THE LEVEL OF COLOSTRUM
IMMUNOGLOBIN-G IN PREGNANT HEIFERS VACCINATED AGAINST
NEONATAL CALF DIARRHOEA

Hiiseyin CALIK

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Veterinary Internal Medicine
M. Sc. Thesis, Haziran 2016
Supervisor: Prof. Dr. Vehbi GUNES

ABSTRACT

In the present study, it was aimed to investigate the effect of commercial Corynebacterium cutis
Lysate injections on immunoglobin G (IgG) levels of heifers vaccinated with a trivalan vaccine.
For this purpose, the sample of the study consisted of 30 heifers selected from clinically healty
Holstein heifers in a commercial herd in the province Nevsehir, Turkey. The animal samples
were randomly divided into 3 groups and injected on last 6th and 3th weeks of pregnancy.
While isotonic saline solution was injected to Group | , 2 mL of a commercial trivalan vaccine
(Kolibin RC Neo®, Interhas-Turkey) - containing inactive Rota and Coronavirus antigens and
inactive enteropathogenic E.Coli 3 serovar - was given intramuscularly to Group II.
Furthermore,, Corynebacterium cutis lysate (Ultra-corn® Inj. Susp. Virbac-France) injection
was concurrently carried out to Group Ill. Colostrum samples were immediately collected after
the birth. Blood samples were also gathered from coccygeal vein before the injections and on
the day of the birth in heifers. A commercial ELISA kit (Bovine 1gG, MyBioSource, USA) was
deployed to determine IgG levels in serum and colostrum. Mean level of IgG levels in heifers
(Group I1), which were exposed to only vaccine (36,69 £ 17 mg/ml), was statistically higher
than that of control heifers (16,40 + 8,68 mg/ml) on the last 3th week of pregnancy and the day
of the birth. However, mean value of IgG levels in Group Il (81,06+48,27 mg/ml) was
significantly higher than those of other groups on the last 3th week of pregnancy. Mean score of
IgG levels on the day of the calving showed no difference between Groups Il (90,01 + 63,45
mg/ml) and Ill (100,59 + 56,05 mg/ml). Further, mean value of IgG levels in Group Il of
colostral samples (38,25 + 3,66 mg/ml) was statistically higher than those of Groups I (16,23 +
3,72 mg/ml) and Il (25,09 + 5,98 mg/ml). In the light of the results, it can be concluded that
Corynebacterium cutis Lysate with a calf diarrhoea vaccine cause a significant increase at 1gG

levels in serum and colostrum of pregnant heifers.

Key Words: Calf, Corynebacterium cutis Lysate, colostrum, heifer, vaccine
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1.GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde insan hekimligi alaninda ticari olarak satista bulunan Saccharomyces
cerevisiae’nin hiicre duvarindan elde edilen bir polisakkarit olan iImmunex ile Veteriner
hekimligi alaninda inaktif Parapoxviriis ovis D1701 suju Zylexis ve Corynebacterium
cutis lizat1 (CCL) olan Ultra-corn gibi patojenik etkinligi diisiik, bakteri veya virus
antijenleri ile hazirlanmis ¢esitli immunstimulant preparatlar bulunmaktadir.
Nonspesifik immun stimulant Corynebacterium cutis Lizatinin (Ultra-corn, Virbac-
Fransa) Veteriner hekimliginde kullanimi hakkinda bazi ¢aligmalar bulunmakla birlikte
(1-4), ozellikle gebe ineklerde aktif bagigikligin saglanmasinda kullanilacak agilarla

birlikte bu ilaglarin nonspesifik immune modiilator etkisi bilinmemektedir.

Buzag ishallerinin 6zellikle hayatin ilk giinlerinde ortaya ¢ikisin hayvanlardaki immun
yetmezlik tablosu 6nemli goriilmektedir. Yetersiz immiiniteyi ortadan kaldirmak i¢in
analarin aktif olarak bagisikligi ve/veya buzagilarin pasif bagisikliginin saglanmasi

gerekir.

Buzag yetistiriciliginde aktif bagisiklik; analarin spesifik hastaliklara karsi asilanmasi
ile pasif bagisiklik ise, kolostrumla ana kanindan meme bezlerine gegen spesifik
immunoglobulinlerin buzagilar tarafindan alinmasi sayesinde olusturulur. Buzagilardaki
aktif bagisiklik mekanizmas1 maternal antikor diizeyinin ortadan kalktigi, buzagilarin
kendi immun durumlarmin gelistigi zaman olan genellikle 3-4 aylik donemden sonra
gelismekte ve bu donemden sonra aktif bagisiklik i¢in asilamalar yapilmaktadir.

Ruminantlarda  plasentanin ~ sindesmokorial tip plasenta olmasi nedeniyle



immunglobulinin anneden yavruya gecisi miimkiin olmaz (5). Buzagilar dogduklarinda
yeterli oranda immunglobuline (Ig) sahip degillerdir. Bu durum hipo ya da
agammaglobulinemik olarak ifade edilir. Pasif immun transferin saglanabilmesi i¢in
kolostrum ile anadan Ig’lerin yeterli miktarda alinmasi gereklidir. Pasif transferi
etkileyen gesitli faktorler vardir. Bunlar arasinda en 6nemlileri; spesifik kolostral 1g, ilk
kolostrum alma zamani ve alinan Ig’lerin miktar1 yer almaktadir (6). Dogumu izleyen
24 ile 48 saat sonra, buzagilarin Ig’leri sindirme Kkapasiteleri belirgin olarak
azalmaktadir. Bu nednele dogum sonrasinda buzagilarin acilen kolostrum almalari
buzagi sagligi ve gelecek verimleri agisindan olduk¢a onemlidir (7). Bir buzagi, kendi
immunoglobulinlerini yaklagik 10 giinliikten itibaren iiretmeye baslar. Takiben 8 hafta
sonunda normal Ig seviyelerine ulasir (8). Buzagilarin dogumdan 24 ve 48 saat
sonrasinda kan IgG seviyelerinin 10 mg/ml’den az oldugu durumlar “Pasif Transfer
Yetmezlik” (PTY) olarak tanimlanmaktadir. Pasif transfer yetmezligi olan buzagilarin
hastaliklara yakalanma ve O6lim oranlari, ilk iki aylik donemde yeterli bagisikliga
erismis buzagilara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. PTY 'nin nedenleri arasinda,
kolostrumun ge¢ verilmesi, buzaginin kalitesiz kolostrumla beslenmesi, emilen
kolostrumun lg konsantrasyonu annenin yasi, kolostrumu depolama, annenin irk1 ve
buzagilarda sekillenen respiratorik asidozis gibi faktérler bulunmaktadir (9).
Buzagilarda PTY oranlar1 cesitli faktorlerden etkilenmektedir. Yetmezlik oranlari
yetistiriciligin tipi ve hayvana gore degismekle birlikte genellikle % 10 ve bazi
stiriilerde % 40’a kadar ytikselebilmekte ve dnemli bir problem haline gelmektedir.
Oliim oran1 bu buzagilarda, yeteri kadar Ig alabilen buzagilara kiyasla 3 ile 10 kat daha

fazla olmaktadir. Enfeksiyonlardan 6len buzagilarin % 90’imnda PTY s6z konusudur (6).

Kolostrum dogumdan 6nce meme bezlerinin olusturdugu 6zel bir salgidir. Bu salgi
protein, yag, karbonhidrat, su ve yagda eriyen vitaminler, biliylime faktorleri,
nukleotidler, sitokinler, komplement ve immunoreaktif hiicreler igcermektedir. Renk ve
igerik bakimindan normal siitlerden tamamen farkli bir salgidir. ikinci ve sekizinci
laktasyonlar arasindaki siitler, iceriginin giderek normal siit haline doniismesi ve
emiliminin yeterince saglanamamasi nedeniyle kolostrumdan farklidir ve bu donemde
“transit siit” olarak tanimlanmaktadir (10). Kolostrum yaklasik 48 saat i¢inde transit siit,

72 saat i¢inde de normal siit halini almaktadir (11).



Bu tez projesinde E. coli, rotavirus ve coronavirus tglii kombine inaktif as1
uygulamalarinin  paralelinde yapilacak Corynebacterium cutis Lizati (CCL)
enjeksiyonlarinin gebe diivelerde aktif bagisikligin gelistirilmesi {izerindeki etkinliginin
ortaya konulmasi amacglanmaktadir. Bir damizlik isletmesinde kis sartlarinda dogum
yapan diivelerin kolostrum kalitelerinin arttirtlmasi1 amaciyla spesifik olmayan bir
immunstimulantin 6zellikle kolostrum IgG diizeylerine etkileri bu projeyle ortaya

konulmustur.

Ineklerden elde edilen kolostrumlarin hepsinin kalitesi ayn1 degildir. Dogum sonrasi
donemde kolostrum kalitesinin erkenden belirlenmesi ve iyi kaliteli kolostrumun
verilmesi hastaliklarin  6nlenmesi acisindan &nemlidir. Immunglobulin diizeyleri
kolostrum kalitesinin temel belirleyicisidir. Bu ¢aligmada kolostrum Kalitesi arttirilarak
buzagilarin daha kaliteli kolostrum almasi ve hayatlarimin ilk donemlerindeki
problemlerin en aza indirilmesi hedeflendi. Bu dogrultuda segilen diiveler calisma
kapsaminda degerlendirildi. Toplam 30 diive 3 gruba ayrilarak calisildi Gruplardan
birine iki kez as1 (E. coli, Rotavirus ve coronavirus) uygulandi. Diger gruba ise as1 ve
plasebo uygulamalarina es zamanli toplam 2 uygulama seklinde CCL enjekte edildi.
Diger grup ise kontrol amaciyla kullanildi. Nonspesifik bir ticari immunstimulantin
kolostrum kalitesi ve ananin periferal kan IgG diizeyleri tizerindeki etkinligi ilk kez bu

tez proesi ile arastirildi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Buzagi ishalleri ve 6nemi

Buzag1 hastaliklar1 ve o6liimleri, sigir yetistiriciligi yapilan tiim isletmelerde onemli
saglik problemlerinden biri olup ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.
Buzagilarin hayatlariin ilk dénemlerinde ishal olaylar1 daha fazla goriiliirken, ilerleyen
aylarda solunum sistemi ve diger hastaliklar daha fazla yayginlasir. Buzagilarda
neonatal donem hastaliklarini infeksiy6z (bakteriyel, viral, paraziter ve mikotik) ve
infeksiyéz olmayan (vitamin, mineral madde, iz element yetersizlikleri, konjenital
anomaliler vs) olarak siniflandirmak miimkiindiir. Yapilan ¢aligmalarda; giic dogum,
sindirim sistemi hastaliklar1 (ishal, enterotoksemi), solunum sistemi problemleri
(pndmoni), septisemiler, eklem ve gobek lezyonlari, mineral, iz element ve vitamin
yetersizlikleri (Vitamin E, Iyot, Selenyum yetersizlikleri) ve uygun olmayan gevre
kosullar1 (bakim, barmmma, besleme ve iklim gibi) baslica buzagi oliimlerinin ve
hastaliklarinin sebebi olarak bulunmustur (12-16). Bu konu ile ilgili olarak diinyanin
cesitli tilkelerinde, farkli yas gruplarini kapsayan epidemiolojik ¢aligmalar yapilmigtir
(12, 15, 17, 20). Gelismis iilkelerde buzagi mortaliteleri %2-%12 arasinda bulunmustur
(12, 14, 18). Nitekim Dutil et al. (19) tarafindan gergeklestirilen anket ve saha
calismasinda perinatal 6liimler % 4.9 - % 5.2, Wells et al. (14) tarafindan yapilan saha
caligmasinda ise 0-8 haftalik buzagilarda 6liim oran1 % 6.3 olarak bulunmustur. Benzer
bir ¢alismada Sivula et al. (18) 0-16 haftalik buzagilarda mortalite oranin1 % 11.8 ve
yine Donovan et al. (16) 0-6 aylik buzagilarda mortalite oranim1 % 11.7 olarak
bulmuslardir. Ancak gelismekte olan iilkelerde mortalite oranlarimin daha yiiksek
oldugu (yaklasik %35) bildirilmistir (20). Buzagi kayiplarinin nedenlerine gore yapilan

siiflandirilmalarina gore hayatin ilk donemlerinde 6zellikle ishal olaylarinin daha ¢ok



on plana ¢iktigimmi gérmekteyiz. Wells et al. (14) tarafindan yapilan bir morbidite
calismasinda buzagilarda, ishal % 24.6, halsizlik % 10, solunum sistemi problemleri %
8.4, dehidrasyon % 4.1 eklem problemleri ve topallik olaylarinin % 1.1 oraninda
goriildiigh bildirilmistir. Sivula et al. (18) ise inceledikleri buzagilarda % 17.9 oraninda
enteritis olgularina ve % 9.4 oraninda ise pneumdni vakalarina rastlamiglardir. Bu
arastiricilar enteritisli buzagilarin % 43.8’inin ve pneumonili buzagilarin ise %
29.7’sinin 6ldiigiinii bildirmislerdir. Ayrica 6len buzagilarin % 50 sinde pasif kolostral
transfer yetmezliginin mevcut oldugunu saptamislardir. Dutil et al. (19) ise ishalden %
29 ve pneumonilerden % 18 oraninda Oliimlerin gerceklestigini tespit etmislerdir.
Donovan et al. (16) tarafindan yapilan ¢alismada ise diyare, pneumdni, septisemi, ve
diger sebeplerden kaynaklanan buzagi 6liim oranlari sirasi ile, % 10, % 55.4, % 21.9 ve
% 11.8 olarak saptanmistir. Saha calismalarinin bir kisminda ve konuyla ilgili
derlemelerde, buzagi ishallerinde mortalite ve morbiditelerin etiyolojisi de agiklanmaya
calistimistir. Ornegin Sivula et al. (18) enteritis ve pneuméni olgularinda Bovine Viral
Diarrhoea Virus (BVDV), Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR), Parainfluenza-3 (PI-
3), Pasteurella hemolytica Pasteurella multicida, Haemophilus somnus, Rota virus ve E.
coli mikroorganizmalarini izole etmislerdir. Blowey (12), Rotavirus, Coronavirus,
Cryptosporidium, E. Coli (verotoksijenik veya enterotoksijenik), ve Salmonella
mikroorgnizmalarinin sirasiyla % 42, % 14, % 23, % 13 ve % 12 oraninda buzagi
ishallerine sebep oldugunu bildirmistir. Arda (21) yaptigi bir derlemede E coli,
Campylobacter spp., Salmonella spp, Cl perfringes tip B ve C, Rota virus, Corona virus,
Eimeria spp. ve Cryptosporidium spp. mikrorganizmalarinin buzagi ishallerinin temel

etiyolojik faktorleri oldugunu bildirmistir.

Neonatal donemde goriilen hastaliklar ve dliimlerle ilgili yapilan gesitli derlemelerde;
IBR, Rotavirus, Coronavirus, Astrovirus, BVDV, Parvo virus, Adeno viruslar, E. coli,
Salmonella, Clostridium perfiringes, Campylobacter spp., Eimeria spp. ve
Cryptosprodium spp. encok hastalik ve oliime yol agan mikroroganizmalar olarak
bildirilmektedir (12, 13, 22). Buzag: ishallerine bagli hastaliklarin ve dliimlerin ciddi
ekonomik kayiplara yol a¢tigi bilinmektedir. Blowey (12) ekonomik kayib; %5
oraninda buzag mortalitesi goriilen Ingiltere’de yillik 20 milyon sterline, Amerika
Birlesik Devletlerinde ise 976 milyon Dolara tekabiil etmektedir. Ulkemizdeki buzag
Oliimlerinin Tarim Bakanligi’na bagli isletmelerde yaklasik % 2.5 iken, bu oranin halk

elindeki isletmelerde % 25 civarinda olabilecegi tahmin edilmektedir (21). Bu yliksek



6lim oran1 temel alinip, iilkemizde yaklasik 5 milyon inege 5 milyon buzagi dogdugu
kabul edilirse, yilda 1.25 milyon buzagmin 6ldiigii ortaya ¢ikmaktadir. Bu kayiplarin
parasal degeri, 2016 yil1 hesaplarina gore yaklasik 1250.000.000 (bir milyar ikiyiiz elli
milyon) TL’ na (bir buzag asgari 1000 YTL kabul edildiginde) tekabiil eder. Bu
miktara Veteriner Hekim giderleri ve tedavi masraflar1 da dahil edildigi taktirde

ekonomik kayip daha da yiiksek olacaktir.

Buzag1 ishallerinde enfeksiyoz kaynakli ishallerin ¢ok daha yaygin oldugu
gorilmektedir. Bu etkenler; bakteriyel, viral ve paraziter olarak ayrilirlar. Bakteriyel
olanlar; E. coli, Salmonella, Camphyllobakter, Clostridium, Chylamida, Viraller;
Corona, Rota, BVD, Adenovirus, Bredavirus, Torovirus, Protozoal: Coccidia,

cryptosporidia, giardia, Helmint: Neoscaris vitulorumdur (21-24).

S6z konusu etkenlerin buzagilarda ishal olusturabilmesi i¢in bir takim hazirlayici
faktorlerin de rol aldig1 goriilmektedir. Predispoze edici bu faktorler; anaya, yavruya,
beslenmeye ve cevreye ait faktorlerdir (24). Anaya ait faktorler: Gebelik siiresince
yetersiz bakim besleme, kuruda kalmanin yetersiz olmasi, ananin yesil ot yememesi,
gebelikte gecirilen metabolik ve enfeksiydz hastaliklardir. Yavruya ait faktorler:
yetersiz 1s1 regiilasyonu, yetersiz immun system, elektrolit dengenin stabil olmayisi,
embriyonik dénemde asir1 metabolizma artiklarinin bulunmasi, pepsin, simozin, safra ve
HCl yetersizligidir. Beslenmeye bagl faktorler; zamaninda ve yeterli kolostrum
alinmamasi, kolostrumda yeterli antikor diizeyinin olmamasi, buzagiya cok siit
verilmesi ve siitiin soguk olmasi, kolostral pasif bagisikligin enfeksiyondan once
saglanamamasi daha ¢ok On plana c¢ikan faktorlerdir (25). Ayrica cevresel faktorler
igerisinde; ahir hijyeninin kotlii olmasi, ahirda yas gruplandirmasinin yapilmamasi,
doguma yakin ananin baska bir bolgeye nakli, yavrunun nakli, ahirlarin, havasiz, nemli

olmasi, giines almamasi, hava ceryanina maruz kalma olarak siralanmaktadir (26, 27).

Neonatal buzag ishallerinin genel klinik belirtisi; bol sulu, genellikle sar1 renkte bir
ishale yol acar. Ishalle birlikte depresyon, halsizlik, hareket etmeye kars: isteksizlik,
dehidrasyon ve istahsizhga yol acar. Ishalin sonucunda buzagida hipovolemi ve
elektrolit imbalansi ile sonuglanan sok belirtileri olusur. Hafif vakalar birkag giin i¢inde
kendiliginden diizelebilir. Fakat siddetli vakalar 8 saat gibi kisa bir siire iginde 6liimle
sonuglanir. Farkli etiyolojik etkenler rol almasina ragmen, genel tedaviler ayni

perspektif igerisinde uygulanir (28).



Buzag ishallerinde spesifik sagaltim yontemleri ve hedefleri ise sunlardir: kaybedilen
suyu yerine koymak, elektrolit ve baz dengesizliklerini diizeltmek, enerji destegini
saglamak, gida destegi saglamak, zarar goren bagirsak epitelinin onarilmasini
kolaylastirmak, proksimal ince bagirsakta E. coli konsantrasyonunu azaltmak, E. coli
bakteriyemisini ortadan kaldirmaktir. Tedavide antibiyotik uygulamalarinin sahadaki
basart oranlarini arttirdign  goriilmektedir. Sulbaktam-ampisilin, trimetoprim-siilfa,
gentamisin, kinolon grubu antibiyotikler faydali olup yaygin kullanilmaktadir. Bununla
birlikte Septisemik kolibasillozis vakalarinda basarinin sinirli oldugu gorilmektedir.
Kemoterapide direng olusumuna dikkat edilmeli ve antibiyotikler bu agidan kontrollii

kullanilmalidir (29-32).

Tedavi temel olarak anadan alinamayan pasif immiinitenin saglanmasi, bozulan sivi-
elektrolit dengenin, metabolik asidozisin, iiremi ve hipogliseminin diizenlenmesi
amaglanir. Ishal kesici uygulamalar ve barsak biiziistiiriiciileri olarak; kaolin, pektin,
bizmut subsalisilat, difenoksilat hidroklorit, loperamid hidroklorid, NSAID, A ve D
vitamin uygulamalari, Vit E ve Se uygulamalar1 yapilmalidir. Buzagilarin siit igmeye
devam etmesi zorunludur. Ciinkii siit; viicut yag depo yogunlugunu ve duedonal
mukozanin mitotik indeksini artirir. Daha fazla mukozal rejenerasyon ve daha az timus
atrofisine neden olur. Ishal olan buzagilarda immun sistemin desteklenmesi olusturur.
Bu nedenle bagisiklik mekanizmasinin uyarilmasi, spesifik antikor temini, direnci
arttirmak, antibiyotik etkinligini arttirmak amaciyla; ana kani nakli (150-300 ml IV),
buzagi septisemi serumu, kolostrum serumlart (50-150 ml SC), gamaglobulin
soliisyonlar1 ve plazma transfiizyonlar1 (40 ml/kg IV) da uygulanabilmektedir (29-31).
Ayrica immiinoterapi amaciyla immiinostimiilan ve immun sistemi destekleyen ajanlar
(Levamizol, interferon, kolostrum, immun serumlar ve asilar da kullanilmistir (33-36).
Fakat buzagi ishallerinde bakteri lizatlarin1 igeren nonspesifik uygulamalar hakkinda
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Buzagi ishallerinde gercekei bir koruma her zaman
mimkiin degildir. Buzagilar tam bir hijyenik ve uygun yonetim pratiklerine tabi
tutulmalidir. Yeterli kolostrum almalar1 saglanmali, ana veya buzagilarin asilamalari
yapilmalidir Isletmelerde ayr1 buzag: padoklar1 ve ayr1 buzag: bliimleri kullanilmalidar.
Yetersiz iscilige bagh kayiplarin 6niine gecebilmek i¢in dogumlar zamana yayilmalidir.

Gobek bakimi gibi hijyenik tedbirler de dogru bir sekilde yapilmalidir (37, 38).



2.2. Kolostrumun Buzagilar icin Onemi

Yeni dogmus buzagilarin 6zellikle infeksiy6z hastaliklara karsi savunma mekanizmalari
tam olarak gelismemistir. Dogduklarinda savunmasiz olarak diinyaya gelirler. Ineklerde
plasental yapi syndesmochorial plasenta yapisinda olup antikorlarin da c¢ok biiyilik
olmasi nedeniyle anadan fGtusa antikor gecisi miimkiin olmaz. Bu nedenle buzagilar
dogduklarinda Ig diizeyi yoniinden yetersizdirler -neredeyse agamaglobulinemik
dogarlar- ve yeterli miktarda kolostrum alana kadar hastalik etkenlerine karsi
korumasizdirlar (5, 39). Buzagiya uygun zamanda, yeterli miktar ve nitelikte verilen
kolostrum serum antikor konsantrasyonunu yiikseltmekte, bdylece bagisiklik
saglanabilmektedir (40). Yenidogan buzagilara ilk 12 saatte canli agirliklarinin % 10’u
kadar kolostrum verilmesi gerekmektedir (41). Yenidogan buzagilar, yeterli miktarda ve
yiiksek kalitede kolostrum alamadiklar1 (yetersiz Ig alimi, PTY) takdirde yiiksek
diizeyde neonatal kayiplar, yasayanlarda agirlik ve verim kaybi ile hastaliklara karsi
duyarlhilik goriilmektedir. Kolostrum alimi gecikirse hipogamaglobulinemi olusabilir.
Kolostral Ig’lerin emiliminin olacagi donemde barsak epiteline mikroorganizmalar
yerlesebilir. Bu nedenle, hipogamaglobulinemik buzagilarda yiiksek oranda gdzlenen
morbidite ve mortalite, pinositotik aktivite tamamlanmadan patojenlerin transepitelyal
goclinlin sonucu gelisebilir (42). Kolostrum, diger siitlere gore daha fazla kuru madde,
yag ve yagsiz kuru madde, protein ve en Onemlisi daha fazla immunoglobulin (Ig)
konsantrasyonuna sahiptir. Kolostrum Ig konsantrasyonu ii¢iincii glinden sonra en az
diizeye inmektedir. Normal bir inek siitiinde kuru madde oranm1 %12 civarinda iken, bu
oran kolostrumda %22-28 dolayindadir (43). Buna karsin laktoz orani, normal
stittekinden daha diisiiktiir. Kolostrumda bulunan Ig’ler ilk 24 saatte parcalanmadan
emilip kana gegmektedir. Baslica kolostral proteinler; immunoglobulinler, laktoferrin,
transferrin, a-laktalbumin ve B-laktoglobulin, ve albiimindir (44). Sigir kolostromundaki
immunoglobulin ¢gogunlugunu (% 85-90) IgG olusturur. Sigir IgG'si iki alt sinif arasinda
paylasilir, IgG; ve 19gG, (45). Baskin olan IgG smifi yapici ve tamir edeci bir rol
oynayan IgG; olup, 1gG; ise bu role sahip degildir. Immunoglobulin G; ana kanindan
kolostruma transfer edilir (46, 47). Ig’lerin kolostruma gegisleri dogumdan 6nceki 5.
haftada baslar ve IgG; ve 1gG; igin sirasiyla dogumdan onceki 1. ve 3. giinlerde en {ist
diizeyine ulasir (67,69). Immunglobulin G;‘in taginmasi IgG; baglayan meme l6kositleri
ve meme epitelyum hiicrelerindeki reseptorlere baglanmasi vasitasiyla gerceklestirilir
(48).



Diger kolostral immunoglobulinler ise IgM ve IgA dir. immunglobin M ve Ig A’nin
toplam kolostral immunoglubulindeki orani sirasiyla % 7 ve % 3’diir (45). Bunlarin
bliyiik bir ¢ogunlugu meme bezlerindeki plazmositler tarafindan bolgesel sentezleme ile
retilir (49). Miktarindaki fazlaliginin  bir sonucu olarak, IgM bakteriyel
enfeksiyonlarda, tamamlayici, onarict ve opsonizasyonda etkilidir (50). IgM’nin
konsantrasyonu serumda kolostrumdakinden daha yiiksektir (51, 52). Ancak, fazla
miktarindan dolayi, IgM diger immunoglobulin siniflarindan daha fazla damar igi
kompartmanlarla sinirhidir (53). Immunoglobulin A ne tamamlayici ne de iyilestirici
role sahip degildir (54), ancak bakteri hiicrelerinin epitel yilizeylere baglanmasini
engeller (55). Baz1 faktorler de kolostral immunoglobulinlerin pasif transferini etkiler.
Kolostral immunglobulin’in basarili transferi i¢in baslica etkili olan faktorlerden birisi
kolostral Ig konsantrasyonudur. Kolostral Ig’inin ilk sagilma (agiz siitii) miktar1 inekten
inege degisiklik gosterir (56). Buzagilar sise veya biberonla beslendiklerinde toplam
100 g Ig verilmesi, kolostral immonuglobulinlerin yeterli pasif transferi igin tavsiye
edilmektedir (56-58). Buzagi tarafindan sindirilen kolostrumun hacmi de kolostral
Ig’lerin pasif transferini etkiler. Bu acidan verilmesi onerilen hakim goriis genellikle 3
ile 4 L dir (56). Ancak, kolostromun uygun miktariyla beslenilirse, immunoglobulin
konsantrasyonu olusturulan toplam Ig’nin tek belirleyicisidir ve yiiksek serum IgG
konsantrasyonu yiiksek IgG kolostrumuyla alinarak basarilabilir (59). Kolostral
immunoglobulinin absorpsiyonunun yeterliligi buzaginin yasindaki artigla azalir. Bir
calismada, buzagilarin 6, 12, 24, 36 ve 48 saat yaslarinda beslendigi zaman, sindirilen
kolostral immunoglobulinin sirastyla % 65.8, % 49, % 11.5, % 6.7 ve % 6.0 oranlarinda
oldugu serumda belirlenmistir (60). Hayatin ilk 24-36 saatinde kiigiik miktarlarda
kandaki kolostral bilesenlerinin absorpsiyonu sec¢imli degildir ve pinositozis tarafindan
gerceklestirilir (42). Kandaki kolostral bilesenlerinin transferinin, yasin ilk 12. saatinden
24. saatine dogru hizla azalir (61). Besleme geciktirilirse, kolostral bilesenlerinin
absorpsiyonu dogumdan sonraki 36. saate kadar uzatilabilir (42) Farkli inek cinsleri
farkli oranlarda immunoglobulin konsantrasyonu igeren ilk agiz siitii iiretirler (62, 63).
Jersey ve Aryshire cinsleri, Holstein ile karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak daha
fazla kolostral 1gG konsantrasyonuna sahiptir (62). Guernsey irkinda kolostral 1gG
konsantrasyonu Holstein irki ineklerle karsilastirildigi taktirde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (63).
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2.3. Kolostrum Kalitesini Etkileyen Faktorler

Laktasyonda bulunan ineklerden sagilan kolostrumlarin tiimiiniin kalitesi ayn1 degildir.
Bu nedenle ¢iftliklerde her dogumdan sonra eclde edilen kolostrumlarin kalitesinin
mutlaka her hayvan i¢in 6l¢iilmesi ve ancak iyi kaliteli kolostrum buzagilara verilmesi
tavsiye edilmektedir. Dogum sonrasi dénemde kolostrum kalitesinin erken dénemde
belirlenmesi hastaliklarin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir (64). Anaya, cevreye ve
uygulama sekillerine bagli olarak kolostrum kalitesini etkileyen bazi faktorler soz
konusudur. Ozellikle 1k, yas, dogumdan dnceki kolostrum sizintisi, ilag kullanimlari,
kuru donem beslenmesi, giic dogumlar, kolostrumun verilis zamani ve miktar1 bu

faktorler arasinda sayilabilir.

Bu tez projesinde, nonspesifik bir immunstimiilan olan Corynebacterium cutis
Lizatt'min (CCL) damizlik diivelerde buzagi ishallerinin 6nlenmesi amaciyla kuru
donem sonunda yapilacak asilamalarla birlikte kullanildiginda immun sistem tizerindeki
muhtemel faydali erkilerinin arastirilmasi amaglanmaktadir. As1 uygulamalarinin
paralelinde yapilacak CCL enjeksiyonlarinin analardaki aktif bagisikligin gelistirilmesi
tizerindeki etkinliginin ortaya konulmasi planlanmaktadir. Bu sayede kolostruma daha
fazla spesifik antikor gecisi miimkiin olabilir. Immunglobulin diizeyi arttirilmis kaliteli
kolostrum alan buzagilara daha fazla oranda maternal antikor temini ile buzagilarin E.
coli, rotavirus ve coronavirus enfeksiyonlarma kars1 daha iyi korunmasi da miimkiin
olabilecektir. Mandalar iizerinde yiiriitilen bir c¢alismada dogum oOncesi uygulanan
Vitamin E ve Selenyum enjeksiyonlari ile birlikte CCL (40 mg/100 kg, DA)
enjeksiyonlarinin kontrollere gore uterus involiisyon siirelerini 6nemli 6l¢iide azalttigi,
daha yiiksek biiyiime oranlar1 ve daha iyi saglik durumlarinin olustugu, ayni1 zamanda
kolostrum ve ananin immunoglobulin diizeylerinin immunstimulant verilenlerde daha

yiiksek diizeylerde oldugu belirlenmistir (1).

Buzagi ishalleri cogu zaman anaya bagli, buzagiya bagh ve ¢evresel faktorler nedeniyle
ve baslica pasif maternal yetmezlige bagli; bakteriyel, viral, paraziter gibi yapici
etkenler sonucu ortaya ¢ikar. Yapilan baslica antibiyotik ve sivi tedavileri etkili
olabildigi gibi ¢cogu zaman ishalin tekrar olusmasi nedeniyle kayiplara da yol agar.
Buzag ishallerinin 6nlenmesi amaciyla verilecek kolostrumlarin kalitesi buzagi sagligi
acisindan oldukca 6nemlidir. Kolostrum kalitesini etkileyen bir¢ok faktor arasinda ana

yasi ve ilk dogum Onemli bir yer tutar. Diivelerdeki kolostrum kalitesinin ileri
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yaslardaki sigirlarin kolostrumlarina gore daha diisiik oranda antikor ve kuru madde
icermesi nedeniyle, diivelerin ilk buzagilarinin kolostrum yetersizligine bagl kayb1 daha
fazla olacaktir. Ayrica bolgemizde dogumlarin ¢ogunlukla kis mevsiminde olmasi
kolostrum kalitesini azaltan bir faktordiir. Iste kis sartlarinda dogum yapan diivelerin
kolostrum kalitelerinin arttirilmast amaciyla spesifik olmayan bir immunstimulantin

Ozellikle kolostrum IgG diizeylerine etkileri bu projeyle ortaya konulmustur.
2.4. Veteriner Hekimliginde Immunmodulasyon

Nonspesifik immiin modiilatorler son donemde veteriner sahada daha ¢ok enfeksiyoz
hastaliklarla miicadelede asil tedaviye ilave olarak verilmektedir. Bu ilaglar immiin
sistemi uyararak tedavideki basariyr arttirmak veya inaktif asilarin etkisini
giiclendirmek amaci ile kullanmilmaktadir (65). Onemli 6zelliklerinden birisi de antijenik
Ozgiinliik olmadan immun sistemin bilesenlerini aktive etmeleridir (66). Tirkiyede
veteriner alanda Cornynebacterium cutis lizati (Virbac Animal Health, Fransa) (67) ve
Inaktif Parapoxvirus ovis (Zoetis, ABD) (68-70) immun modulasyon amaci ile ticari
preparatlar bulunmaktadir. Parapoxvirus ovis (orf virus, OV) kii¢iik ruminantlarda
burun ucu, dudaklar ve ayaklarda bazen de genital bolgelerde kabuklu papiiller ile
karakterize bulasic1 ektima veya kontagiyoz piistular dermatitis hastaliginin etkenidir
(71). Primer enfeksiyona bagli lezyonlar 6-8 hafta icinde diizelebilmektedir.
Tekrarlayan enfeksiyona bagli gelisen lezyonlar daha kiicik ve hizli iyilesme ile
karakterizedir. Hastalik ayrica zoonozdur (71, 72). Orf viriistiniin 6zellikle attenue strain
D1701 susu farklt immiin stimiilator 6zelliklere sahip oldugu ortaya konulmustur (73-

75).

Parapoxvirus’a karst gelisen immiin yanitin anlagilmasinin diger poxviruslar ile
karsilastirildiginda kendine 6zgili yonleri vardir. Parapoxvirus ovis’e Kars1 korunmada
antikorlarin rolii olsa bile ¢ok smirlidir. Spesifik antikorlar in vitro ortamda
parapoxvirus ovis’i tamamen nétralize etmekte yetersiz kalirken, In vivo ortamda ise
koruyucu etkinlikleri goriilmemistir. Hiicresel immiin yanitin OV tarafindan uyarildigi
dogal oldiiriicti hiicreler (NK), fagositoz ve komplement aracili lizisin OV tarafindan
aktiflestirildiginin ortaya konulmasi ile gosterilmistir (73, 76). Parapoxvirus ovis
enfeksiyonlarindan sonra koloni stimiile eden faktor (CSF), interferon (IFN), interlokin-
2 (IL-2), timor nekrozis faktor (TNF) gibi immiin modiilator molekiillerinin

indiiklendigi de goriilmiistiir (77, 78).
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Paramiinite aktivatorii olarak lisans alan ilk ilag, inaktif parapox virus D1701 susu
iceren preparattir (Baypamun® Bayer, Almanya) (74, 75, 79). Son yillarda ise Zylexis
(Zoetis, USA) ismi ile satisa sunulmaktadir (80). Yapilan calismalarda sdzkonusu
paramimmiinite aktivatorlerinin sigir (68, 81) ve atlarda (82) solunum sistemi
enfeksiyonlarina karsi yapilan tedavi ile birlikte ya da yalniz basina uygulandiginda
enfeksiyonun yayilimini durdurdugu ve tedavideki basariyr arttirdigi belirtilmistir.
Baypamun’un koyunlarda ¢igek hastaligi ile miicadelede terapdtik ve koruyucu amacl
kullaniminda o6nemli basarilar elde edilmistir (69). Kopeklerde meme tiimori
operasyonlarindan sonra yapilan Inaktif parapox virus D1701 susu tedavisi (IPPVO)
yeni tiimorlerin gelismesini ve timdrlerin yayilmasini 6nlemede etkili goriilmiistiir (83).

Kopeklerde ise fagositik hiicreleri aktive ederek Listeria monocytogenes’e karsi

fagositoz oranini arttirmaktadir (84). Farelerde IPPVO uygulamasi IFN-Y, IL-12 p40,

IL-18 ve TNF-a genlerinin ekspresyon diizeylerini arttirarak herpes simplex ve hepatit
B virusuna kars1 duyarliligi azaltmistir (85). Ayrica in vitro ortamda insan periferal
mononiikleer immiin hiicrelerine yapilan bir ¢aligmada T hiicreleri ve NK hiicrelerinden
proinflamator ve antiinflamator sitokin salinimi iizerine etkili oldugu dolayisi ile
immunostimulan etkileri yaninda inflamasyon ve immun cevap iizerinde regiilator
olarak da etkili oldugu rapor edilmistir. Insanlarda ise antiviral tedaviye katki
saglayabilecegi bildirilmistir (86). Domuzlarda yapilan baska bir ¢alismada spesifik
antikor lretmemesine ragmen Aujeszky hastalifina karsi asidan bile daha koruyucu
etkinliginin oldugu bildirilmistir (87). Domuzlarda BVD ile aym1 genus ve ailede yer
alan klasik Domuz Vebas: hastalima kars1 yapilan asilamalarda IPPVO kullanimi
sonucunda yliksek antikor titresi elde edilmigtir. CD45RC+memory hiicrelerinde, Tp ve
T lenfositlerde yalniz as1 yapilan grupa gére as1 ve IPPVO yapilan grupta daha yiiksek
oranlar tespit edilmistir (88). Konuya iliskin en 6nemli bilgi ise Biittner (89) tarafindan
yapilan calismada elde edilmistir. Attenue monovalent BVD asis1 ile birlikte 1s1 ile
inaktive edilmis parapoxvirus ovis uygulamasi yapilan tavsanlarda ve buzagilarda
yiksek titrede BVD antikoru gelismistir. Ayrica sigirlarda aralikli  yapilan
uygulamalarda l16kopeni goriilmemistir. As1 ve parapox virus ovis uygulamasi yapilan

farelerin yalanci kuduz hastaligina kars1 korunduklar1 da goriilmiistiir.
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2.4.1. Corynebacterium cutis lizat1

Corynebacterium cutis lizat1 da nonspesifik bir immiinmodiilatér olarak kullanim alani
bulmustur  (CCL-Ultra-corn/Virbac-Fransa)  (90-92).  Prospektiis  bilgilerinde
domuzlarda, sigirlarda ve kanatli hayvanlarda immiin sistemin nonspesifik uyarimi
amaci ile kullanilmasi 6nerilmektedir. Biiylik hayvanlara 4 ml/100 kg ve 200 kg dan
daha agir hayvanlar i¢in 2ml/100 kg dozda kullanimi bildirilmistir Ayrica subakut
enfeksiyonlarda 3 giin ara ile iki doz uygulamasi tavsiye edilmektedir (93).
Corinebacterium cutis lizati’nin etkinligi ile ilgili arastirmalar mevcut literatiirde
[PPVO’ya oranla ¢ok daha sinirlidir. Bununla ilgili ulasilabilen ilk kaynakta yenidogan
buzagilarda 2ml/100 kg CCL uygulamasinin yasama kalitelerini (kilo alim1, mortalite ve
morbidite oranlar1 iizerine) olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada CCL
rinderpest asisi ile birlikte uygulandiginda adjuvan etki gosterdigi goriilmiistiir (94).
CCL bivalent Sap asisi ile birlikte uygulandiginda asinin immiinojenitesini arttirmistir.
Enfeksiyona maruz birakilan sigirlarda morbidite oraninin CCL+as1 uygulananlarda,
sadece as1 uygulananlara oranla daha diisiik sekillendigi bildirilmistir (91). Gebe
koyunlara gebeligin 140. giiniinde tek doz olarak 2 ml CCL uygulamasi anne, kolostrum
ve postpartum donemde yavrularda Ig G diizeylerini arttirmistir (92). Ancak kolostrum
kalitesini etkileyen yas, laktasyon Oncesi bakim ve besleme, irk, genetik faktorler,
dogum Oncesi yasanan hastaliklar, dogum sonrasi enfeksiyon durumlar1 gibi birgok
faktor de hayvanlarda kolostrum kalitesini etkilemektedir (95). Bu ¢alismada 2,5-5 yas
aras1 kivircik melezi koyunlar kullanilmistir. Ayrica koyunlarin takibine gebeliklerinin
son 6. haftasindan itibaren baslanmistir. Ayni ¢alismada postpartum 1 aylik siirecte
CCL uygulanan annelerden dogan yavrularda 6liim orani kontrol grubuna gore daha az
rapor edilmistir (92). Bununla birlikte mandalar iizerinde yiiriitlen ¢alismada dogumdan
yaklasik 60 giin 6nce immiin aktivator olarak CCL uygulamasi ile kolostrum IgG
diizeylerinin etkilenmedigi, bununla birlikte yalniz Vitamin E-Selenyum (Viteselen)
uygulamasinin daha yiliksek oranda etkili oldugu gozlenmistir (96). Corynebacterium
cutis lizati’nin koyunlarin savunma sistemi iizerine etkinliginin arastirildigr bir
calismada Corynebacterium cutis lizatt (Ultra-corn® Inj. Susp.) subkutan yolla
uygulanmistir. Uygulama sonrasi elde edilen serumlarda TNFa, IL-1pB, IL-6 ve IL-10
diizeyleri sirasi ile 12, 4, 24 ve 12. saatlerde oldukga yiiksek diizeylerde belirlenmistir..
Corynebacterium cutis lizat’nin immun stimulan etkisinin belirlenmesi i¢in daha

detayli molekiiler diizeyde arastirmalar yapilmasi gerektigi yine bu c¢alisma ile ifade
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edilmistir (97) Yukaridaki raporlara bakildiginda CCL’nin immiin parametreler {izerine
etkinligi ve etki mekanizmasi yeterince acik degildir. Ayrica CCL’nin immiin sistemi
nasil aktive ettigine iliskin bilgiler de yetersizdir (93). insan ve hayvan saghgi i¢in
immunmodiilatorlerin potansiyel kullanimlar1 giderek yayginlagmaktadir. Bu yazarlar
corynobacterium cutis lizati gibi bir nonspesifik immiinostimiilantin genellikle
hayvanlarin immun sistemini kuvvetlendirdigi ve onlar1 hastaliklara kars1 daha direncli
bir hale getirdigini belirtmektedirler. Cesitli kullanimlar1 arasinda siit ineklerinde

somatik hiicre sayisinin azaltilmasinda da etkili oldugu belirlenmistir (98).



3. GEREC VE YONTEM

Bu proje, bir saha ¢alismasi olup olusturulan deneme gruplarinda kontrol grubuna karsi
as1 ve agrtimmunstimiilan uygulamasmin kolostrum IgG diizeyleri iizerindeki
etkinliginin belirlenmesi amaciyla planlandi. Proje Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan TSY-12- 4049 nolu proje ile desteklenmistir.
Calismalara baslanabilmesi igin gerekli Etik Kurul Onay1 Erciyes Universitesi Hayvan

Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 13.02.2013 tarih 13/34 karar no ile alinmistir.
3.1. Kullamilan Denek Cinsi Sayis1 ve Dagilim

Bu proje Nevsehir ili Avanos il¢esinde 300 baslik damizlik Holstein irki sigirlarin
bulundugu 6zel bir isletmede 1 Kasim 2013 ve 30 Ocak 2014 tarihleri arasinda
yiriitiilmiistiir. Pedigri cetvellerine gére dogum yapmasi beklenen diiveler bu ¢alismaya
dahil edildiler. Deneme siirecinin daha saglikli yiiriitiilebilmesi ve orneklerin en uygun
sekilde toplanabilmesi i¢in dogum zamani ayni olan diiveler es zamanh calisilip, her

grupta gerekli sayiya ulasildiginda grup denemeleri tamamlandi.

Projede herhangi bir saglik sorunu bulunmayan ilk dogumlarini yapacak gebe diiveler
kullanilmistir. Dogumu yaklasan diivelerin bakimi ve beslemesi ile denemeler yine ayni
isletmede gergeklestirilmistir. Denemede kullanilacak diivelerin ortalama agirliklar
Grup I’de 277.25415.50 kg, Grup 1I’de 283.25+23.13 kg, Grup I1I’de 278.54+18.65 idi.
Ortalama yaglari; Grup I’de 28.75+3.80 ay, Grup II’de 27.85+2.47 ay, Grup II’de
26.6+5.10 ay idi.

Tiim gruplarin rrtalama viicut kondiisyon skorlar1 3 (ii¢) idi. Tiim hayvanlarin genel

klinik muayeneleri yapildi.
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Gebe diivelerin beslenmesi; 19 ham proteinli kesif yem, yonca, saman, pancar kiispesi,

pamuk tohumu kiispesi ve arpa ile yapildi. Su adlibitum olarak verildi.

Toplamda 30 adet olan ayni ozellikteki diiveler ti¢ gruba ayrilmis, gruplardan birine
kontrol olarak serum fizyolojik (SF), diger gruba iicli inaktif E.coli, rotavirus ve
coronavirus asisi ve son gruba da E.coli, rotavirus ve coronavirus asisi ile beraber CCL
enjeksiyonlar1 yapilmistir. ilk dogumunu yapmasi beklenen, ayni sartlarda bakim ve
beslemesi yapilan diivelerin olusturdugu calisma gruplar1 olusturuldu. Toplam 30 adet
diive rastgele drnekleme yontemi ile 3 gruba ayrildi. Gruplardan birine prospektiisde
belirtildigi gibi dogumlarina 6 hafta ve 3 hafta kala iki kez as1 (inaktif E. coli, rotavirus
ve coronavirus) uygulandi. Son deneme grubuna ise as1 uygulamalari ile birlikte ve es
zamanl toplam 2 uygulama seklinde CCL enjeksiyonlar1 yapildi. Bu enjeksiyonlarin
bagisikliktaki etkinligi yalniz as1 yapilan diger deneme grubu ve ne as1 ne de CCL

enjeksiyonu yapilan kontrol grubu hayvanlarinin verileri ile karsilastirildi.
Deneme gruplari agagidaki gibi diizenlendi.

Grup I (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL
preparatlarinin uygulama hacimleri ile ayni1 oranda deri alti serum fizyolojik

enjeksiyonlar1 yapilanlar.

Grup Il (n=10): As1 grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 2 ml

as1 enjeksiyonlar1 yapilanlar.

Grup III (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisikhik grubu: Dogumdan
onceki 6. haftada ve 3. haftada deri altt 2 ml as1 enjeksiyonlari yapildi. Bu
enjeksiyonlarla es zamanli 2 ml/100 kg dozunda deri altt CCL (Ultra-corn) tedavisi

yapildi.
3.2. Kan ve kolostrum orneklerin toplanmasi

Enjeksiyonlardan 6nce (6. Hafta) tiim diivelerin kuyruk venasindan serum 6rnekleri i¢in
10 ml EDTA’s1z deney tiiplerine kan 6rnekleri toplandi. Enjeksiyonlarin yapilmasi ile
birlikte diizenli olarak gruplarn klinik muayeneleri yapildi (T, P, R) ve enjeksiyonlara
kars1 olusabilecek reaksiyonlar gdzlemlendi. Daha sonra veriler kaydedildi. Ikinci ast
enjeksiyonundan hemen 6nce (3. Hafta) serumda biyokimya ve IgG analizleri i¢in kan
ornekleri alindi. Daha sonra dogumla birlikte ana kani1 ve kolostrum 6rnekleri son kez

toplandi.
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3.3. Hematolojik Analizler

EDTA’l1 tiiplere alinan kan orneklerinden kan sayim cihazinda hematolojik analizler
yapildi. Tiim 6rneklerde WBC, RBC, PCV, Hb, MCV, MCHC, MCH degerleri, total ve
differansiyal 16kosit, trombosit degerleri i¢ hastaliklar kliniginde bulunan MINDRAY
BC-2800 VET Hematoloji cihazinda belirlendi.

3.4. Biyokimya Analizleri

Antikoagulant bulunmayan vakumlu tiiplere alinan kan 6rnekleri pihtilastiktan sonra
kenarindan yontemine uygun cizilerek 3000 rpm de 10 dak. santrifiij edildi ve serum
ornekleri ayrildi. Serumda glikoz, total protein, alblimin analizleri, aspartat amino
transferaz (AST), gama-glutamiltransferaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), kan iire
nitrojen (BUN), kreatinin aktiviteleri ERU Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvarinda
bulunan tam otomatik otoanalizor sistemlerinde (Cobas c¢701) hizmet alimi ile analiz

edildi.
3.5. Kolostrum Dansitesi Analizleri

Kolostrumun gama globulin igerigi ile kolostrumun yogunlugu arasinda Onemli
(P<0.01) iliski vardir. Bu nedenle c¢alismamizda, kolostrum Kkalitesi kolostrum
yogunlugu esas alinarak belirlendi. Bu amagcla, sahada kullanim i¢in gelistirilmis
“kolostrometre” (Kruuse) ad1 verilen aletten yararlanildi. Alet, kolostrumdaki Ig miktari
ile 6zgiil agirlik arasindaki ilgiyi esas almaktadir. Her inekten dogumu takiben elde
edilen kolostrum ilk 2 saat igerisinde 200 ml’lik bir behere alinip dijital bir termometre
ile derecesi Olgiildiikten sonra ve 35 °C oldugunda kolostrometre ile 6zgil agirlig

slciildii.

Kolostrumun siniflandirilmasinda 6zgiil agirliklar esas alinarak derecelendirildi. Buna

gore Ozgiil agirhgr:
* > 1.045 g/ml olan kolostrum iyi kaliteli (+++, Yesil Band),
* 1.035-1.045 g/ml olan kolostrum orta kaliteli (++, Sar1 Band)

* < 1.035 g/ml olan kolostrum ise diisiik kaliteli (+, Kirmiz1 Band) olarak siniflandirildi
(99, 100).
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3.6. Serum ve Kolostrum Immunglobulin G Analizleri

Denemeye almman diivelerden dogumlarini yaptiktan sonraki 2 saat icerisinde tiim
kolostrum sagildi ve kolostrum hafif¢ce karistirildi. Daha sonra buzagilara kolostrumlar
yeterli miktarlarda verildi. Kolostrum 6rnekleri her diiveden iki 6rnek olacak sekilde 25
ml’lik iki tiipe alindi. Ornekler laboratuara buz igerisinde tasindi. Laboratuvarda
orneklerin santrifiij islemlerine tabi tutulmasi (2000 rpm de 10 dak.) sonucu elde edilen

kolostrum serumlar1 -20 °C de analiz islemlerine kadar saklandi.

Kan 6rneklerinden ve kolostrumlardan elde edilen serumlarda IgG tayinleri bir ticari
ELISA kiti (Bovine IgG, Immunoperoxidase Assay for Determination of 1gG in Bovine
Samples, Catalog Number: MBS564150) ile analiz edildi. Kitin protokoliinde belirtilen
analiz metodu ile bir ELISA cihazinda (Promega-Glomax Multidetection System
E9032) IgG tayinleri yapildi. Kolostrum IgG diizeylerinin 6lgiimleri de ayni potokole
gore yapildi (92, 99-101).

Hematolojik analizler orneklerin alindigr giin, biyokimyasal analizler ise derin
dondurucuda -20 °C de dondurulan serum 6rneklerinde, kolostrum IgG analizleri ise
kolostrum serum Ornekleri analiz edilinceye kadar saklandi. Ornekler alindifi giin
donduruldu ve daha sonraki iki giin i¢cinde analizler yapildi. Biyokimyasal analizler bir

ay icerisinde tamamlandi.
3.7. ELISA Analiz Protokolii

Oncelikle tiim 6rneklerin sulandirmalari yapildi. Tek adim degerlendirmelerde pek gok
serum/plazma 0Ornegi icin 1/400.000 oranindaki diliisyonlar uygun bir orandir. Bu
amagla 2 uL 6rnek, 1.998 uL Ixsulandirma soliisyonuna ilave edildi. Bu 1/1000 lik bir
sulandirma sagladi. Daha sonra bu sulandirmadan 2 pL alinarak 798 pL Ixsulandirma
soliisyonuna ilave edildi. Boylece Ornegimizin 1/400.000 oranindaki sulandirmasi
yapildi. Her bir sulandirma adiminda karistirma islemi uygulandi. Sulandirilmis
ornekler hazirlandi. Biitlin ayiraglar kullanimdan 6nce oda 1s1sina getirildi. Tiim standart
soliisyonlardan 100 pL pipete alindi. Onceden hazirlanan kuyucuklara 100 pL &rnekler
birakildi. Tiim standart ve 6rnekler dublike hazirlandi. Mikroplateler oda 1sisinda 30
dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi boyunca platein iizeri kapali tutuldu.
Inkiibasyonu takiben kuyucuklarin icerigi aspire edildi ve her bir kuyucuk diliie yikama
sollisyonu ile dolduruldu ve aspire edildi. Toplam dort kez bu islem tekrarlandi.

Kuyucuklara 100 pL diliie enzim-antikor konjugati ilave edildi. Oda 1sisinda 10 dakika
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inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonu takiben tekrar kuyucuklarin icerigi aspire edildi ve
herbir kuyucuk diliie yikama soliisyonu ile dolduruldu ve aspire edildi. Toplam dort kez
bu islem tekrarlandi. 100 uL. TMB substrat soliisyonu konuldu. Oda 1sisinda karanlikta
10 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra 100 pL stop soliisyonu ilave edildi. Stop
soliisyonu ilavesinden hemen sonra standartlar ve calisma &rekleri ELISA
okuyucusunda 450 nm absorbansda okundu. Bilgisayar programi vasitasiyla standart
egri elde edildi (Sekil 3.1.)

600
y=35,657x*-159,74x3+ 222,91x2- 70,622x +
500 3,2621
RZ= 0,9972[
400
300 / ® Seril

% —— Log. (Seri 1)
200 / —— Polinom. (Seri 1)
100

1 2 3 4

-100

Sekil 3.1. ELISA analizleri icin elde edilmis standart egri

3.7. istatistik Analizler

Elde edilen verilerin istatistiki analizleri SPSS 13.0 (2000) paket programu ile bilgisayar
ortaminda yapilmistir. Verilerin analizleri i¢in tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.
Deneme siiresince alinan degerleri karsilastirmak igin Dunnett testi, farkli gruplarin es
zamanl verilerini karsilastirmak i¢in Tukey testi uygulandi. Gruplar arasi farkliligin ve

zamana gore degisimlerin 6nem derecesi p<0.05 diizeyinde degerlendirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Klinik Muayene Bulgular:

Calisma kapsamina alinan diivelerin diizenli saglik kontrolleri yapilmis ve fizyolojik
verileri almmugtir. Diivelerin tamaminin yapilan klinik muayenelerinde saglikli
olduklar1 gézlemlenmistir. As1 uygulanan diivelerde ve asi1 ile birlikte immun modiilator
uygulanan hayvanlarda as1 uygulamasina ve immiinmodiilatér uygulamasina ait

herhangi bir lokal ya da genel yan etki gézlenmemistir.
4.2. Biyokimya Analiz Bulgulan

Proje kapsamindaki ii¢ ¢calisma grubundaki diivelerin preparturient donem ve dogumda
elde edilen serum 6rneklerinde ortalama glukoz, kan tire nitrojeni (BUN), kreatinin,
gama glutamil transferaz (GGT), laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat amino transferaz

(AST), total protein (TP) ve albiimin analizlerine ait bulgular Tablo 4.1°de verilmistir
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Tablo 4.1. Calisma gruplarinda preparturient ortalama Glukoz, BUN, Kreatinin, GGT, LDH,

AST, Total Protein ve Albumin Diizeyleri degisimleri

Parametreler Gruplar Dogum Oncesi Haftalar
-6. -3 Dogum
Grup | 34.80+3.56 44.404+2.79 62.00+6.68
GLUKOZz
Ll Grup Il 49.9043.78 59.80+0.84 58.60+7.23
mg
Grup 1 63.60+£3.78 47.40+9.86 68.20+9.18
Grup | 9.40+2.07 7.20£1.79 9.754+2.63
BUN
Grup Il 9.00+1.66 8.20+3.11 8.80+1.64
mg/dl
Grup 11 8.60+1.34 7.80+0.84 9.40+1.14
Grup | 1.25+0.16 0.96+0.11 0.86+0.12
KREATININ
Grup Il 1.16+0.09 1.21+0.22 0.83+0.11
mg/dl
Grup 11 1.01+0.06 0.84+0.09 0.86+0.06
Grup | 20.80+5.54 19.00+4.24 29.75+1.89
GGT
dl Grup Il 17.20+1.48 17.60+2.97 19.80+6.18
mg
Grup I 15.00+2.45 13.60+2.97 17.60+4.16
Grup | 887.00+150.80 792.20+57.07 781.75+46.71
LDH
UL Grup Il 875.20+83.70 790.00+77.36 857.00+86.13
Grup I 873.20+53.81 1032.80+220.27 | 917.40+101.02
Grup | 72.60+4.10 69.80+6.26 75.00+6.00
AST
UL Grup Il 73.30+£5.76 73.80+8.84 85.20+18.70
Grup I 69.80+11.21 74.20+12.38 73.00+12.02
Grup | .07+0. .64+0. .16=0.
TOTAL rup 7.07+0.32 6.64+0.37 6.16+0.34
PROTEIN Grup Il 7.04+0.34 6.37+0.50 7.38+0.94
mg/dl Grup 1Nl 7112058 7.12+053 7.29+0.42
Grup | 3.51+0.35 3.42+0.29 3.19+0.19
ALBUMIN
il Grup Il 3.46+0.24 3.39+0.17 3.494+0.26
mg
Grup 111 3.46+0.14 3.25+0.16 3.40+0.32

Grup | (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL preparatlarinin
uygulama hacimleri ile ayn1 oranda deri alti serum fizyolojik enjeksiyonlar1 yapilan grup. Grup Il
(n=10): As1 grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 a1 enjeksiyonlar1 yapilan grup
Grup IIT (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve
3. haftada deri alt1 as1 enjeksiyonlari yapilan grup. BUN: Kan iire nitrojen, GGT: Gama glutamil
transferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz, AST: Aspartat amino transferaz.
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Calismada tiim gruplardan elde edilen ortalama Glukoz, BUN, Kreatinin, GGT, LDH,
AST, Total Protein ve Albumin diizeylerinde bazi sayisal degisimler goriilmekle birlikte
bu degisimlerin sigirlar igin bildirilen normal referans araliklarnda oldugu ve
istatistiksel agidan anlamli diizeyde farkli olmadigi goriilmiistiir. Tiim elde edilen

verilerin normal diizeylerde oldugu degerlendirilmistir (Tablo 4.1).

4.3. Hematoloik Analiz Bulgular:

Tablo 4.2. Gruplardaki ortalama total 16kosit, lenfosit, monosit ve graniilosit degerlerinin

dogum o6ncesi degisimleri

Parametreler Gruplar Dogum Oncesi Haftalar
-6. -3. Dogum
X +£Ss X +£Ss X £Ss
Grup | 8.26+3.52 b 7.6+0.89 b 6.16+0.92 a*
WBC
Grup Il 9.06+1.11 b 8.16+0.87 b 5.72£0.90 a *
(x10°/ul)
Grup Il 8.52:+1.89 8.10+1.80 7.17+2.09
Grup | 2.64+1.49 2.00+0.35 2.08+0.39
Lenfosit Grup Ii 192:0.33 29+117 2345067
(x10%/ul)
Grup Il 4.06+1.13 b 6.10£1.79 a 6.22+2.61a*
Grup | 0.96+0.23 0.90+0.10 0.76+0.25
Monosit Grup 1172022 1.06+0.11 0.40+0.14
(x10%/ul)
Grup Il 1.06+0.27 1.110.99 1.16+1.16
Grup | 4.66+2.32 4.70+2.12 3.32+1.06
Graniilosit
Grup Il 5.56+0.94 4.34+1.15 2.98+0.61
(x10°/ul)
Grup Il 3.40+1.40 4.51+1.54 5.84+5.04

Grup | (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL preparatlarinin
uygulama hacimleri ile ayni oranda deri alti serum fizyolojik enjeksiyonlar1 yapilan grup. Grup Il
(n=10): As1 grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 a1 enjeksiyonlar1 yapilan grup
Grup IIT (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve
3. haftada deri alt1 as1 enjeksiyonlar1 yapilan grup. WBC: Total 16kosit. Ayn1 satirdaki * isareti zamana
bagli farkliliklarin 6nem derecesini gostermektedir. *: p<<0.01.

Calismadan elde edilen serum Orneklerinde ortalama total 16kosit (WBC), lenfosit,
monosit, graniilosit diizeylerindeki degisimler Tablo 4.2°de verilmistir
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Calismada tim gruplarda ortalama WBC degerlerinde doguma kadar zamana bagh
sayisal tedrici azalmalar gozlendi. Grup I ve Grup II de dogumda elde edilen degerlerin
6. haftada alinan degerlerden daha istatistiksel agidan anlamli oranda daha diistik oldugu

gozlendi (p<0.05). Gruplar arasinda tiim zamanlarda herhangi bir fark gézlenmedi.

Lenfosit degerlerinde grup I ve II de zamana bagli herhangi bir degisim gdzlenmedi,
bununla birlikte grup III de zamana bagli sayisal bir tedrici artis vardi. Lenfosit

degerleri agisindan da gruplar arasinda tiim zamanlarda anlamli farkliliklar goriilmedi.

Ortalama monosit ve graniilosit degerlerinde de tiim zamanlarda gerek grup ici gerekse
gruplar arasinda istatistiksel a¢idan herhangi bir anlamli degisim gdzlenmedi (Tablo

4.2)
4.3. Kan serumunda immunglobulin G Analiz Bulgular

Periferal kan serumlarindan elde edilen tiim gruplara ait grup i¢i ve gruplar arasi IgG
diizeyleri Tablo 4.3’de verilmistir. Baz1 ortalama degerlerde istatistiksel agidan énemli
degisiklikler gézlenmistir. S6z konusu degisimler 6zellikle grup II ve grup III’den elde
edilen ortalama konsantrasyonlarda goriilmiistiir. Buna gore yalniz as1 uygulanan ve as1
ile birlikte CCL uygulanan diivelerde doguma dogru tedrici olarak istatistiksel agidan
onemli oranda serum IgG diizeyleri yiikselme ile seyretmistir. Bu artiglar doguma 6
hafta kala alinan ilk degerlerden istatistiksel a¢idan 6nemli oranda (p<0.01) daha
yiiksekti ve dogumda alinan ortalama degerler ise istatistiksel acidan dnceki degerlerden
daha onemli oranda yiiksek oldugu goriildii (p<0.001). Gruplar arasi degisimlerin
incelenmesi sonucunda, yalniz as1 uygulananlarin 3. ve 0. saat ortalama IgG diizeyleri
kontrol grubundan istatistiksel agidan onemli oranda yiiksekti. Bununla birlikte as1 ve
CCL uygulanan grupta hem kontrol hem de yalnmiz as1 uygulananlara gore ayni
zamanlardaki ortalama degerlerin istatistiksel agidan Onemli oranda (p<0.01) daha

yiiksek oldugu belirlendi.
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Parametreler Gruplar Dogum Oncesi Haftalar
-6. -3. Dogum
X £ Ss X £ Ss X £ Ss
Grup | 16.37+2.26 16.40+8.68 a 17.35+1.93 a
Serum IgG Diizeyi Grup Il 16.85+1.75 36.69+1.70 b* 90.0146.34 b**
(mg/ml) Grup I 15.54+2.48 81.06+48.27 c** | 100.59+56.05 c**

Aynt siitundaki farkli harfler her bir parametre i¢in gruplar arasi farki gostermektedir. Ayni satirdaki *
isareti zamana bagli farkliliklarin 6nem derecesini gostermektedir. *:0.01, ** 0.001. Grup | (n=10):
Kontrol grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve 3. haftada asi ve CCL preparatlarinin uygulama
hacimleri ile ayni oranda deri alti1 serum fizyolojik enjeksiyonlart yapilan grup. Grup Il (n=10): As1
grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 as1 enjeksiyonlar1 yapilan grup Grup 11
(n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada

deri alt1 as1 enjeksiyonlar1 yapilan grup.

Gruplardan elde edilen kolostrometre analizlerinde ise ede edilen ortalama kolostrum

kalitesi degerlerinin Grup I ve Grup II de + diizeyinde ve Grup Il de ise ++ diizeyinde

oldugu degerlendirildi.
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Sekil 4.1. Calisma gruplarinda periferal kan serumunda IgG diizeylerinin grafik
ile gosterimi

Grup | (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL preparatlarinin
uygulama hacimleri ile ayni oranda deri altt serum fizyolojik enjeksiyonlar1 yapilan grup. Grup Il
(n=10): As1 grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 a1 enjeksiyonlar1 yapilan grup
Grup III (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan énceki 6. haftada ve
3. haftada deri alt1 as1 enjeksiyonlart yapilan grup.

4.4. Kolostrum drneklerinde immunglobulin G Analiz Bulgular

Kolostrumlarin serum 6rneklerinden elde edilen ortalama IgG diizeyleri Tablo 4.4’de
verilmistir. Bulgular gruplar arasinda istatistiksel ag¢idan onemli farklar oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte grup I’de elde edilen kolostrum diizeyinin tiim gruplarda
doguma 6 hafta kala ilk alinan kan serumu 6rneklerinde (Tablo 4.3) ortalama IgG
degerleri ile benzer oldugu goriilmiistir. Kolostrum oOrnekleri IgG diizeyleri asi
uygulanan grupta kontrol grubuna gore istatistiksel acidan 6nemli oranda daha yiiksek,
as1 ile birlikte CCL uygulananlarda ise her iki gruptan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde daha fazla oldugu belirlenmistir. Kolostrum IgG diizeyleri ve gruplar arasi

istatistiki onem diizeyleri tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4. Kolostrum immiinoglobin G degisimleri ve gruplar arasi istatistiki farkin 6nem dereceleri.

Parametre Grup | Grup Il Grup I
X =+ Ss X £Ss X+ Ss
Kolostrum
IgG Diizeyi
(mg/ml) 16.23+3.72 25.09+5.98 38.25+3.66
Gruplar
arasi
Grup 1-11: 0.0148 Grup 11-111: 0.0023 Grup I-111 0.000008

p degerleri

Grup | (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL preparatlarinin
uygulama hacimleri ile ayni oranda deri alti serum fizyolojik enjeksiyonlar1 yapilan grup. Grup Il
(n=10): As1 grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 a1 enjeksiyonlar1 yapilan grup
Grup III (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan onceki 6. haftada ve

3. haftada deri alt1 as1 enjeksiyonlart yapilan grup.
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Sekil 4.2. Calisma gruplarinda kolostrum IgG diizeylerinin grafik ile gdsterimi

Grup | (n=10): Kontrol grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada as1 ve CCL preparatlarimin
uygulama hacimleri ile ayni oranda deri alti serum fizyolojik enjeksiyonlar1 yapilan grup. Grup Il
(n=10): As1 grubu: Dogumdan 6nceki 6. haftada ve 3. haftada deri alt1 a1 enjeksiyonlar1 yapilan grup
Grup III (n=10): immunstimiilant+As1 grubu: Aktif bagisiklik grubu: Dogumdan énceki 6. haftada ve
3. haftada deri alt1 ag1 enjeksiyonlar1 yapilan grup.



5. TARTISMA ve SONUC

Calisma kapsamina alinan diivelerde ¢alisma siiresince herhangi bir saglik problemine
rastlanmamistir. Bu siire igerisinde diizenli saglik kontrolleri yapilan diivelerin
hematolojik analizlerinde ve biyokimyasal bulgularinda O6nemli degisimler
gozlenmemistir. Mevcut degisimler ise diivelerde normal kabul edilen hematolojik
(102) ve biyokimyasal (103) araliklar igerisinde kabul edilebilir oranlarda oldugu
belirlenmistir (Tablo 4,1; 4,2). Calisma siiresince 6rnek alma zamanlarinda belirlenen
fizyolojik parametrelerin de sigirlar i¢in belirtilen normal araliklarda oldugu da

gozlenmistir (104).

Bu calismada ii¢ farkli hastalik ajanina ait antijenleri iceren asmnin kullanilmasi
sonucunda herhangi bir yan etki gézlenmemistir. Bunun temel sebebinin kullanilan
antijenlerin inaktif ve tasit maddesinin de saponin olmasina dayandirilmaktadir.
Yenidogan ishallerinin korunmasinda gebe ineklere uygulanan ve ticari Kolinbin RC
Neo (interhas-Tiirkiye) asisinin, gebe ineklerde giivenli bir sekilde kullanilabilecegi
goriilmistir. Aym sekilde CCL igeren ticari Ultra-corn (Virbac, Fransa) isimli
nonspesifik immunmodulatoriin de asiyla birlikte hayvanlarin sagligin1 olumsuz yonde
etkilemedigi herhangi bir abort olayma dahi neden olmadan giivenli bi¢imde

kullanilabilecegi de ortaya konulmustur.
Bu calismada ile elde edilen en 6nemli bulgular serum ve kolostrumda belirlenen IgG
diizeylerinde gergeklesmistir.

Yeni dogan buzagilarda ishal ve buna bagli bozukluklar en 6nemli buzag kaybi
nedenleri arasinda yer alir. Cogu zaman gerek agir seyreden vakalar, gerekse geciken

tedavi uygulamalari nedeniyle iilkemizdeki damizlik isletmeleri i¢in 6nemli oranda
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ekonomik kayip nedenidir. Saha sartlarinda ¢ogu zaman yapilan yanlis ve gereksiz
tedavi uygulamalar1 maliyetlerin artmasina ve Sliimlere yol agar. Bu nedenle buzagi
ishaleri heniiz olusmadan gerekli koruyucu uygulamalarin alinmasi 6nemlidir. Alinmasi
gereken tedbirler gebelik doneminde baslar. Ananin mutlaka saglikli bir gebelik donemi
gecirmesi, uygun besleme programlart ve kuru donem uygulamalarinin
gergeklestirilmesi zorunludur. Son yillarda kuru dénem asilamalart ile 6zellikle buzagi
ishallerinin olusumunda rol alan baslica etkenlerden E. coli, Rotavirus ve
Coronavirus’lara bagh ishallere karsi anada aktif bagisikligin saglanmasi ile kolostral
spesifik Ig’lerin buzag: tarafindan alinmasi sayesinde buzagilarda pasif immiinitenin

olusturulmasi amaglanmaktadir.

Kolostral immunglobulinlerin miktarinin arttirtlmasi buzagilarda daha fazla oranda
antikor titresi temini ve daha kuvvetli bir bagisikligin saglanmasina neden olacaktir. Bu
nedenle, soz konusu projede buzagilarda yaygin oranda ishal tablosu ile seyreden ve
etiyolojik olarak ¢ogunlukla E. Coli, Rotavirus, Corona viriis antijenlerini igeren ticari
bir as1 ile birlikte nonspesifik immun stimiilan etkili Corynebacterium cutis Lizati’nin
(CCL) birlikte kullanilmas1 ile aktif bagisikligin kuvvetlendirilmesi ve bu sayede

kolostruma daha fazla IgG gegisi saglanmuistir.

Ayrica bu uygulama ile olusmasi muhtemel kolostrum kalitesindeki degisiklikler de
aragtirtlmistir. Asilamalara paralel belli stirelerle ticari Ultra-corn uygulamasinin
arastirtlmasi bu projenin temel konusunu olusturmustur. Yapilan literatiir taramalarinda
bir asiyla birlikte CCL’nin etkinligini belirleyen herhangi bir calismaya rastlanmamastir.
Bu nedenle immiinoterapi amaciyla temel asi uygulamalar ile birlikte kullaniminin

bagisiklik lizerine yapacag katkilar 6nemli goriilmektedir.

CCL’nin sigir vebast asist ile birlikte kullaniminda adjuvan etki gosterdigi ortaya
konulmustur (94). Ayrica bivalent Sap asisi ile birlikte uygulanmasinda ise asinin
immiinojenitesini arttirmaktadir. Enfekte sigirlarda morbiditenin CCL+ags1 uygulamasi
ile 6nemli oranda diistiigii bildirilmistir (91). Fakat nonspesifik bir immunstimiilan olan
Corynebacterium cutis Lizat'nin (CCL) damizlik diivelerde buzagi ishallerinin
Onlenmesi amaciyla kuru dénem sonunda yapilacak rotavirus, coronavirus ve E. coli
iceren inaktif bir as1 ile birlikte kullanimi daha once literatiirde yer almamaktadir. Bu

nedenle mevcut proje bu konudaki ¢alismalar arasinda ilk olma 6zelligindedir.
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Onceki arastirmalarda; daha yasli ineklerin kolostrumlari ile karsilastirildiginda, ilk
dogumunu yapacak diivelerin kolostrumlarinda diisiik IgG diizeylerine sahip oldugu
belirtilmektedir. Fakat bazi raporlarda ise bu bilgilerin 20 yi1l 6ncesine dayanan kii¢lik
orneklerin kullanildig1 ve tek bir ¢iftlikte yapilan siirii sagligi, kuru dénem besleme ve
asilama protokollerinin ¢ok az tanimlandig1 ¢alismalar oldugu rapor edilmistir. (62, 63,

105)

Muller and Ellinger (62) bir iniversite ¢iftliginde 19 Holstein inek {izerinde yiirittiikleri
bir caligmada ilk dogumda elde edilen kolostrum IgG diizeylerinin (26.4 mg/mL) ikinci
(55.2 mg/ml), tiglincii (76.9 mg/ml) ve dordiincii (69.0 mg/ml) dogumlarda elde edilen
IgG dizeyleri ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugunu belirlemiglerdir. Fakat,
arastiricilar 6rnek sayilarinin yetersiz oldugunu, ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu
da belirtmiglerdir. Oyeniyi and Hunter (106) ise 4. (41.6 mg/ml) laktasyondaki Ig
diizeylerinin 7. (31.4 mg/mL) laktasyona gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sekilde Tyler et al. (63) 77 Holstein inekten topladiklari 6rneklerde 3. ve daha
ileri laktasyonlarda ise daha daha fazla 1g konsantrasyonu oldugunu fakat ilk ve ikinci
laktasyon arasinda fark olmadigini belirlemislerdir (sirasiyla 66 and 75 mg/mL). Diger
bir calismada ise 87 Ornekte birinci ve ikinci laktasyonlarda 4. ve daha ileri
laktasyonlara gére belirgin oranda daha az IgG konsantrasyonlart belirlenmistir (107).
Binonyedi adet Norve¢ Kirmizi ineklerinde ise, Gulliksen et al. (108), ilk ve ikinci
laktasyona giren ineklerin 4. ve daha ileri laktasyonlara gore daha az IgG {irettigini
belirlemislerdir. Kehoe ve Heinrichs. (44) de yukaridaki ¢alismalara benzer olarak ilk
laktasyondan sonraki laktasyonlarda kolostrum IgG seviyelerinin giderek arttigim
ortaya koymuslardir. Ayrica bu c¢alismada belirlenen bir diger husus da kolostrum
miktarinin yiiksek olmasimin Ig diizeylerini azaltabilecegidir. Fakat ¢aligmanin tiim
laktasyon gruplarinda kolostrum hacimlerinin ayni olmast ve Ig diizeylerinin de
degisken olmasi nedeniyle tam olarak ortaya konulamamistir. Bu nedenle; mutlaka
biitiin kolostrumlar laktasyon sayist veya ilk sagimdaki hacim dikkate alinmaksizin
kalite yoniinden IgG diizeyleri yoniinde kontrol edilmelidir. Bu ¢aligmada tiim
diivelerden elde edilen kolostrumlarin IgG diizeyleri kolostrometre ile belirlenen kalite
yoniinden uyumlu bulunmustur. Bu nedenle mutlaka kolostrometre ile saha sartlarinda
kolostrum kalite tayinlerinin yapilmasi ve bu sekilde buzagilarin beslenmesi uygun

olacaktir.
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Yukaridaki ¢alismalar hep birlikte degerlendirilecek olursa, ilk laktasyondaki diivelerin
sonraki laktasyonlara gére daha az oranda IgG ihtiva ettigi goriilecektir. Ulkemiz
inekleri tlizerinde fazla sayida 6rnegin kullanildig1 kontrollii caligmalar belirlenmemistir.
Ancak yetigtirme sekilleri incelendiginde ve cogunlukla damizlik isletmelerde Holstein
ineklerin kullanildig: da diistiniilecek olursa yukaridaki yargmin Tirkiye’deki inekler
icinde kuvvetli oranda gegerli olmas1 beklenir. Bu ¢alismada tek dogum yapan ineklerle
coklu dogum yapanlarin kolostrumlar1 karsilagtirilmamistir. Bu ayr1 bir ¢alismanin
konusu olabilir. Bu ¢alismanin ileri siiriilen hipotezinde ilk laktasyonda diisiik oranda
IgG iiretecegi diisiiniilen diivelerde as1 uygulamasina paralel CCL enjeksiyonlarinin
uygulanmayanlara oranla daha yiiksek oranda kolostral IgG’ye sahip olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Bu nedenle ¢alisma planlanmistir. Calismanin yiiriitiildiigi ciflikteki her {i¢
gruptaki elde edilen kolostral IgG diizeylerinin kolostrum i¢in belirtilen esik degerin (50
mg/ml) altinda oldugu da goriilmektedir (99, 100). Tiim gruplarda yapilan kolostral
dansite analizleri de IgG konsantrasyonlari ile uyumlu oldugu gorilmis ve
kolostrumlarin yeterli kalitede olmadig1 gozlenmistir. Kolostrum kalitesinin bu ¢iftlikte
diisiik olmasinin nedenleri; buzagilarin dogum sezonunun soguk bir donemde olmasi,
analarin yas1 veya ilk gebeliklerinin olmasi, bakim ve yonetimle ilgili yeterli tedbirlerin

bu ¢iftlikte uygulanmamasi olarak sayilabilir.

Glingdr ve Bastan (109) tarafindan yapilan bir ¢alismada Burdur ilinde en az bir kez
dogum yapmis ve klinik olarak saglikli, gebeliginin son 2 ayindaki 40 adet Holstein
inek ve bunlara ait 40 bas buzagi kullanilmistir. Bu ¢alismada son aylarda gebe ineklere
uygulanan asilarin kolostrum ve buzagi IgG diizeylerine etkileri arastirilmistir. Calisma
grubundaki 20 hayvana inaktif Rota ve Coronavirus antijenleri ile E. coli bakteri
toksoidini iceren bir ticari as1 2 hafta arayla 2 kez uygulanmistir. Yeni dogan
buzagilarin uygun oranlarda kolostrum almasi saglanmistir. Kontrol ve calisma
grubundaki ineklerin ortalama kolostrum IgG diizeyleri sirasiyla 3542+1368 mg/dl ve
5500+1204,3 mg/dl idi (p<0.0001). Arastirma sonuclarmma gore, gebeligin son
doneminde yapilan as1 uygulamalarinin kolostrum IgG seviyesini artirdigi gortilmustiir.
Bu calismadaki kolostrum diizeyleri ile mevcut calismanin kolostrum diizeyleri
karsilastirildiginda IgG diizeylerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu farkliligin
temel nedenleri farkli illerde yiiriitilen bir calisma olmasi, kuru doénem rasyon
farkliliklarinin ayirt edilememesi ve onceki ¢alismada kullanilan ineklerin en az ikinci

laktasyonda inekler olmasi nedeniyledir. Zira rasyon ve laktasyon sayilarinin kolostrum
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IgG diizeylerini etkileyecegi aciktir. Bununla birlikte goriilecegi gibi bu ¢alismanin
bulgular1 bizim yiiriittiigiimiiz calismanin 2. grubunda yalniz as1 uygulanan hayvanlarda
as1 uygulanmayanlara gore daha yiiksek kolostrum IgG diizeylerinin elde edilmesi
nedeniyle en azindan bu agidan c¢alismalar birbirini destekler niteliktedir.
Immunglobulin G’nin pasif transferinin basariyla saglanabilmesi i¢in buzagilarin ilk
olarak mutlaka kolostrumda yeterli miktarda bulunan Ig’leri tiiketmesi gerekir. Daha
sonra bu molekiillerin basariyla barsaklardan emilip dolasim sistemine karigsmasi
gerekmektedir. Kolostrum, genis spektrumlu immun savunma mekanizmalarini i¢eren
besin degeri yiiksek bir gidadir. Kolostrumdaki Ig’lerin % 85’inden fazlas1 1gG’dir.
Ayn1 zamanda kolostrum kalitesinin degerlendirilmesi i¢in de dnemli bir parametredir.
Yiiksek kaliteli kolostrum serumlart 50 mg/ml’nin ilizerinde IgG ihtiva eder (58).
Bununla birlikte inekler arasinda kolostrum IgG diizeyleri oldukca degiskenlik gosterir.
Bir ¢alismada ortalama IgG 76 g/L olmakla birlikte bireysel Holstein ineklerde 9 ile 186
g/L arasindaki degerler belirlenmistir Bu tez projesinde elde edilen kolostrum diizeyleri

rapor edilen ortalamanin altinda olmakla birlikte belirtilen araligin igerisindedir (110).

Kolostrum kalitesini etkileyen baslica faktorler; irk, ananin yasi, iireticilerin bilgi ve
becerileridir. Bunun yaninda uygulayicilar ve treticiler tarafindan yonetilebilen diger
onemli faktorler ise; preparturient donem asilamalari, kuru donemin uzunlugu,
kolostrum toplama zamani ve verilme sekilleridir (40). Karsilagtirmali ¢alismalarda 1rk
faktorii incelendigi zaman kolostrum kalitesinin etkilendigi goérilmistiir (62). Bir
calismada IgG; konsantrasyonu besi sigirlarindan elde edilen kolostrum

sekresyonlarinda (113.4 g/L) siit¢ii ineklerdekinden daha fazla (42.7 g/L) idi (111).

Bir diger ¢aligmada ise Holsteinlar total Ig igerigi % 5.6 olan kolostrumlar iiretirken,
Guernsey’lerde bu oran (% 6.3), Brown Swiss’lerde (% 6.6) ile sayisal agidan daha
yiiksek bulundu. Fakat kolostrum kalitesi acisindan Holsteinler’in, Ayrshire (% 8.1) ve
Jersey (% 9.0) irki ineklerden istatistiksel agidan anlamli oranda daha diisiik oldugu
belirlendi (62). Bu farkliligin genetik farkliliklardan ve/veya diliisyonal etkilerden
olabilecegi bildirilmistir (40). Bu ¢aligmada kulanilan Holstein diivelerde farkli bir irkla
kiyaslama yapilmakla birlikte bu c¢alismadan elde edilen diisiik kolostrum IgG

degerlerinin sebeblerinden birisi de irka bagl genetik yatkinlik olabilir.

Kolostrum kalitesi iizerinde ananin yas1 da dnemlidir, fakat her sey degildir. Calismalar

daha yagh ineklerin daha kaliteli kolostrum iiretecegini rapor etmistir. Muhtemel
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sebebin ise uzun hayat siireci boyunca ciftlige 6zgii patojenlere maruz kalinmasi oldugu
belirtilmistir. Holsteinlerde yas arttik¢a daha fazla 1gG konsantrasyonu elde edilirken,
Guernsey’lerde ilk, ikinci ve tiglincii laktasyonlarda bir farklilik gézlenmemistir (62, 63,
105, 106).

Dogum Oncesi maternal besleme ile ilgili caligmalarda genellikle kolostrum IgG
igeriginin beslemeden etkilenmeyecegi gozlenmistir (112). Bir ¢alismada protein ve
enerji ihtiyaglarimin kolostrum ve buzagi IgG konsantrasyonlarimi etkilemeyecegi
belirtilmistir (113). Lacetera et al. (114) son donem gebe ineklerde Vit E ve Selenyum
enjeksiyonlarinin yapilmayanlara gore daha fazla miktarda kolostrum iiretimine yol
actigini bildirmisler, fakat kolostrum 1gG konsantrasyonu bu enjeksiyonlara bagli olarak
etkilenmemistir. Bununla birlikte gebe ineklerde mutlaka dengeli rasyonlarla
beslenmeden kagmilmamalidir. Zira diisik protein ve enerjili yemler Kkalitesiz
kolostruma neden olabilir. Projenin yiiriitiildiigii ¢iftlikte verilen rasyonlarin dengeli
oldugu ve igeriklerinin de uygun oldugu goriilmektedir. Bu nedenle diivelerde kolostral
IgG diizeylerinin genel ortalamanin altinda olmasmin nedenlerini yeme baglamak
miimkiin olmayacaktir. Yetistirme sekli, mevsim, genetik ve yas gibi diger faktorlerin
suclanmas1 daha dogru bir yaklasim olabilir. Buzagilama doneminin baz1 ¢aligsmalarda
kaliteyi etkileyecegi vurgulanmugtir. Ileri gebelikte yiiksek cevre 1sismna maruz kalma
sonucunda kotii kaliteli kolostrum elde edilmistir. Yiiksek cevre 1s1s1; diisiik IgG ve 1gA
ile total protein, kasein, laktalbumin, yag ve laktozun ylizde ortalamalarmin da

azalmasina neden olmaktadir (105, 115).

Ayrica mevsim; stres ve kaba yem kalitesini etkileyebilmektedir. Ekstrem 1silar 6nemli
bir problem olabilir. Kuzey yarim kiirede uzun siiren kis donemleri ¢ogunlukla kotii
kaliteli kolostruma neden olurken, giineyde ise yaz sicagi ve yiiksek 1silar kolostrum
kalitesini azaltir. Tez projesi 2013 yili 12. ay1 ile 2014 yilinin 1. ve 2. aylarinda
diivelerin dogum donemlerine uygun bir donemde gergeklestirilmistir. Nevsehir ve
caligmanin ylriitildigi Avanos ilgesinde giinliik sicakliklarin diisiik oldugu ve kis
sartlarinin olduk¢a agir seyrettigi bir donemde denemeler yapilmis ve numuneler
alinmistir. Dolayisiyla kolostral 6rneklerde diisiik IgG diizeylerini diisiik ¢evre

sicakliginin etkilemesi miimkiindiir.

Uretilen kolostrum miktarmin da kolostrum IgG diizeylerini etkileyebilecegi

belirtilmistir. Pritchett et al. (116) 5.5 kg’dan daha az kolostrum {iretiminin daha fazla



34

IgG konsantrasyonuna yol agtigini belirtmislerdir. Bu bulgunun diliisyonal etkiler
nedeniyle gelisecegine isaret edilmektedir. Fakat daha yeni ¢alismalarda ise kolostrum
IgG konsantrasyonu ve ilk sagimdaki iiretilen kolostrum agirlig1 arasinda bir korelasyon
olmadig ifade edilmistir (117). Bu nedenle tez projesinde ilk sagim kolostrum miktari

bu projede tayin edilmemistir.

Farkli ineklerden kolostrum toplanarak havuz olusturulmasindan genellikle vaz
gecilmektedir. Clinkii yiiksek hacimli diisiik kaliteli kolostrum, kiigiik hacimli yiiksek
kaliteli kolostrumlar1 diliie edebilir (9). Ayrica pastorize edilmemis kolostrum, havuzu
kolostrum kaynakli patojenler nedeniyle enfekte edebilir. Fakat pratik cogu
uygulamalarda ayni isletmede sagilan ayni kalitedeki kolostrumlarin pastorize edilerek
depolanmas1 uygun olan yontemdir. Projenin yiiriitiildiigii ciftlikte bir kolostrum havuzu

olustrulmamaktadir. Her ananin kolostrumu kendi buzagisina verilmektedir.

Meme bezlerine ananin dolasim sisteminden Ig’lerin sekresyonu buzagilama oncesi
yaklasik 5. haftada baslar. Bir gozlemsel calismada bu iligki tam olarak ortaya
konulmamistir (116). Fakat kontrollii bagka bir caligmada (118) 28 ve 56 giinliik kuru
donem periyodlarinin farkli kolostrum {iretmedigi ortaya konulmustur. Fakat 21 giin
gibi kisa kuru donem siiresinin veya kuru donem uygulanmamasmin disik IgG
diizeyine neden oldugu goriilmiistiir (118). Kuru donem uzunlugu kolostrum miktarini
etkilemektedir. Mevcut g¢alismada diiveler kullanildigi i¢in kuru donem etkisi bu

calismada degerlendirilememistir.

Yapilan bazi calismalarda kolostrum Ig diizeyleri artarken, kan Ig diizeylerinin ise
doguma dogru azaldigi rapor edilmektedir. Herr et al. (119) tarafindan yapilan bir
calismada periparturient immun durumun degerlendirilmesi amaciyla siit ineklerinden
periferal kan ve kolostrum drneklerinde IgG ve IgM diizeyleri degerlendirilmistir. Kan
serum IgG konsantrasyonlart dogum oncesi 8. haftada ve dogumdan 1 giin 6nce
almmistir. Ik &rnekte 36.8+11.6 mg/ml ve ikinci drnekte 18.0+9.1 mg/ml diizeyinde
IgG degerleri ELISA analizleri ile ortaya konulmustur. Ozellikle kuru dénemin
basindan itibaren doguma dogru ¢ok 6nemli bir azalma gozlenmistir. Bu ¢alismanin
sonuglart bizim ¢alismamizin sonuglari ile karsilastirildiginda dogumdan bir giin 6nce
1gG degerleri ile dogum esnasinda alinan periferal kan IgG degerlerinin herhangi bir
uygulamanin yapilmadigi kontrol grubunun degerleri ile uyumlu oldugu goriilmektedir

(17.35+1.93 mg/ml). Bununla birlikte as1 uygulanan ve as1 ile birlikte CCL uygulanan
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gruptaki dogumla birlikte aliman kanlardaki IgG diizeylerinin daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu yiiksek degerlerin immun sistem aktivasyonuna neden olarak
humoral bagisiklik {lizerinde etkili oldugu bu nedenle daha fazla antikor sekresyonuna
yol actig1 ileri siiriilebilir. Ozellikle doguma 5 ve 4 hafta kala kolostral Ig’lerin yogun
gecisi s0z konusudur. Bu durum ana kanindaki IgG’lerin azalmasina neden olabilir.
Herr et al. (119) yaptiklar1 ¢alismada elde edilen dogum oncesi yiiksek olan ortalama
IgG bulgularinin dogumla birlikte azaldigini bildirmektedirler. Bu sonuglarin mevcut
calismanin bulgularindan farkli oldugu gériilmektedir. Onceki ¢alismadan farkli olarak
bu c¢alismada dogum doneminde ana kaninda IgG diizeylerinde azalma degil artis
gozlenmistir. Fakat mevcut calismada 6. ve 3. haftalarda elde edilen degerlerlerden
farkli olmasi 6rnekleme zamanlarindaki farkliliklara dayandirilmaktadir. Ayrica bu
calismada diivelerin kullanilmasi, Yyetistirme farkliliklart ve tiir farkliliklari gibi

nedenlerin dogum Oncesi alinan degerlerin uyumsuzluguna neden olabilir.

Springer (120) tarafindan yapilan bir master tezinde yiiksek ve diisiik enerjili prepartum
diyetlerin kolostrum kalitesi, dogum sonrasi infertilite parametreleri ve buzagi sagligina
etkileri arastirilmustir. Ik dogumunu yapan ineklerin metabolik ve immun parametreleri
arastiritlmistir. Gegis doneminde verilen bu diyetlerin invitro testlerle immun sistemi
baskiladigina dair herhangi bir delile rastlanmamistir. Ayrica prepartum enerjinin en
azindan kolostrum kalitesini de arttiracagi diisiiniilmiis fakat bu ¢alismada kolostrum
protein ve IgG igerigi lizerinde prepartum donemde verilen yiiksek enerjili diyetlerin bir
etkinligi gorilmemistir. Ayrica diisiik enerjili diyetlerin ineklerin saglig1 iizerinde
herhangi bir zararli etkisi de goriilmemistir. Bu calismada elde edilen kolostral IgG
diizeyleri de ayn1 zamanda mevcut ¢alismamizin sonuglar1 ile de Ortiismektedir. Asi
uygulamalarinin paralelinde yapilan CCL enjeksiyonlarinin analardaki aktif bagisikligin
gelistirilmesi ve kuvvetlendirilmesi iizerindeki etkinligi ortaya konulmustur. Ozellikle
kolostrum kalitesi igerigindeki IgG diizeyi ile dogru orantilidir. Bu nedenle agilama ile
birlikte immun modiilatér bir ilacin kullanimi kolostrum IgG diizeyini arttirarak
kolostrum kalitesini artirmistir. Bu sayede daha kaliteli kolostrum alinmasi ile
buzagilardaki kaliteli maternal antikor gecisi sayesinde buzagilarin hastaliklara karsi
korunmasi daha etkili bir bigimde saglanabilecektir. Her ne kadar bu proje ile
dogumdan sonra buzagilarin takibi birakilmakla birlikte ilerleyen siiregte yetistirciden
alinan bilgiler s6z konusu calisma kapsamindaki hayvanlarin diger hayvanlara gore

daha direngli olduklar1 ve hastalanmadiklar1 yoniinde olmustur.
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Gerek beseri (Immunex: Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarindan elde edilen
polisakkarit) gerekse veteriner hekimligi alaninda (Zylexis: Inaktif Parapoxviriis ovis
D1701 suju ve Ultra-corn: Corynebacterium cutis lizat1) patojenik etkinligi diisiik
bakteri veya virus antijenleri ile hazirlanmig cesitli preparatlar kullanilmaktadir.
Nonspesifik immune stimulant Corynebacterium cutis lizatinin (Ultra-corn) veteriner
hekimliginde kullanimi hakkinda smnirli sayida calisma bulunmaktadir. Ozellikle
analarin aktif bagisikligindaki nonspesifik immune stimulant etkisi bilinmemektedir.
Buzagi ishallerinin 6zellikle hayatin ilk giinlerinde ortaya ¢ikmasinda bu hayvanlardaki
immun yetmezligin 6nemli oranda rol aldigi bilinmektedir. Bu nedenle bu proje ile

birlikte analarin immun sisteminin de gili¢lendirilmesi saglanmistir.

Buzag: ishalleri ¢ogu zaman anaya bagli, buzagiya bagl ve ¢evresel faktorler nedeniyle
ve baslica pasif maternal yetmezlige bagli; bakteriyel, viral, paraziter gibi yapici
etkenler sonucu ortaya ¢ikar. Yapilan baslica antibiyotik ve sivi tedavileri etkili
olabildigi gibi ¢ogu zaman ishalin tekrar olusmasi nedeniyle kayiplara da yol agar.
Veteriner hekimlerce nonspesifik immun tedavilere siipheli yaklasilmakta ve bu tip
uygulamalarin etkileri bilinmemektedir. Bu nedenle projenin buzagi ishallerinden
korunmada analarin ve immiinoterapi ile bagisikliga 6nemli oranda yardimci olacak bir
uygulamanin kazandirilmasi ve bu projeden elde edilecek veriler yardimiyla yazilacak
makalenin buzagi bagisikliginda immiinoterapi hakkindaki literatiir bilgilerine yeni bir

uygulamanin katilmasi nedeniyle katki saglamasi acisindan da 6nem arz etmektedir.

Corynebacterium cutis lizatt da nonspesifik bir immiinmodiilatordiir (90-92). Gebe
koyunlarda, domuzlarda, sigirlarda ve kanatli hayvanlarda immiin sistemin nonspesifik
uyarimini saglar. CCL’nin etkinligi ile ilgili bir ¢alismada yenidogan buzagilarda
2ml/100 kg CCl uygulamasinin yasama kalitelerini (kilo alimi, mortalite ve morbidite
oranlar iizerine) olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir. Gebe koyunlara gebeligin 140.
giininde tek doz olarak 2 ml CCL uygulamasi ile anne, kolostrum ve postpartum
donemde yavrularda IgG diizeylerini arttirmigtir. Bu ¢aligma ile ayrica ilaca bagh
herhangi bir yan etkiyle karsilagilmadan kuzularin canli agirliklariin arttirilmasi, giic
dogumlarin azaltilmast saglanmistir. Bu uygulamanin postpartum ve neonatal
hastaliklarin oranlarinin azaltilmasinda bu ilacin etkili olabilecegi vurgulanmistir.
Kivircik melezi 2.5-5 yas arast koyunlarda postpartum 1 aylik siirecte CCL uygulanan

analardan dogan yavrularda 6liim orani kontrol grubuna gore daha az sekillenmistir
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(92). Bu tez proejesi de koyunlardan elde edilen bulgulari desteklemektedir. Her ne
kadar ¢alisma kapsamindaki hayvanlarin dogum sonrasi problemleri ve neonatal buzagi
saglhig takibi proje kapsamina alinmasa da postpartum buzagi problemleri hakkinda
yetistiriciden alinan c¢alisma kapsamindaki hayvanlarda ve yavrularinda herhangi bir

problemin goriilmedigine dair bilgiler de bu ongoriiyli desteklemektedir.

Projede ulasilan amaglar dogrultusunda neonatal buzagi ishallerinin profilaksisinde
onemli bir yeri olan gebelerdeki asilamalarin etkinliginin arttirilmasi kolostruma daha
fazla IgG geg¢isinin saglanmasi ile yukarida belirtilen ve gebe koyunlar {izerinde yapilan

calismalara (91) paralel bigimde kolostrumun kalitesinin arttirilmasi saglanmuistir.

Kontrol ve yalniz as1 uygulamasi yapilan gebe diivelerde 6zellikle dogum zamaninda
alinan kanlarda ag1 ile birlikte CCL uygulamasi yapilanlarda serum IgG diizeyinin ayni
zamanda alman diger verilerden istatistiki acidan 6nemli oranda (p<0.01) yiiksek

oldugu (100,59+56,05 mg/ml) ortaya konulmustur.

As1 protokollerine paralel CCL uygulamalarinin da immunstimiilan amagli kullanimlari
ile sahadaki veteriner hekimlerin damizlik isletmelerinde kullanabilecekleri bir

preparatin farkl bir etkinligi de kanitlanmastir.

CCL rinderpest asisi ile birlikte uygulandiginda adjuvan etki gostermektedir (94).
Ayrica CCL bivalent Sap asist ile birlikte uygulanmasinda ise asinin immiinojenitesini
arttirdigr bildirilmistir. Enfeksiyona maruz birakilan sigirlarda morbidite CCL+as1
uygulananlarda, sadece as1 uygulananlara oranla daha diisiik oldugu bildirilmistir (91).
Bu as1 ¢alismalart ile uyumlu bi¢imde mevcut ¢alismanin bulgular1 da 6zellikle asi
uygulamalarina paralel nonspesifik bir immun stimulantin hem ana kaninda hem de
kolostrum igerigindeki immunglobulin diizeylerinin ortaya konulmasi ile bu projenin bir
diger amacina da ulagilmistir. As1 ve CCL uygulamalarinin kolostrum kalitesine olumlu

yondeki etkisi onceki caligmalar1 desteklemistir.

Ancak mandalarda yapilan bir ¢alismada ise dogumdan takribi 60 giin 6nce 10 ml CCL
uygulamasinin annelerde kolostrum IgG diizeylerini {izerine belirgin etkinligi
goriilmemistir. Vitamin E-Selenyum (Viteselen) uygulamasi CCL’ye oranla daha etkin
bulunmustur. Vitamin E-selenyum+CCL uygulanan grupta kolostrum IgG diizeyleri
yalnizca Vitamin E-Selenyum uygulanan gruba gore daha diisiik olarak rapor edilmistir

(96).
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Bu durumun temel nedenleri; kolostrum kalitesini etkileyen bagka faktorlerin de ¢aligma
sonuglari etkileyebilecegidir. Zira yas, laktasyon oncesi bakim ve besleme, 1rk,
genetik faktorler, dogum Oncesi yasanan hastaliklar, dogum sonrasi enfeksiyon
durumlart gibi bircok faktér de hayvanlarda kolostrum kalitesini etkileyen en 6nemli
faktorler olabilecegi ifade edilmektedir (95). Dolayisiyla sonuglardaki farkliliklar

yukarida agiklanan nedenlerden kaynaklanabilir.

CCL’nin immiin parametrelere etkinliginin arastirildigi koyunlarda yapilan bir
arastirmada 10 adet erkek Merinos tokluya prospektiisiin 6nerdigi dozda (8 mg, 0.4 mL)
Corynebacterium cutis lizati (Ultra-corn® Inj. Susp.) subkutan yolla bir kez
uygulanmistir. Uygulamadan 6nce (0. saat, kontrol) ve sonraki 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 ve
96. saatlerde v. jugularisten kan 6rnekleri alinmis ve serumlar1 ¢ikarilmistir. Elde edilen
serumlardan timor nekrozis faktor alfa (TNFa), interlokin (IL)-1B, IL-6 ve IL-10
diizeyleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir. TNFa, IL-1B, IL-6 ve IL-10 diizeyleri
sirast ile 12, 4, 24 ve 12. saatlerde pik konsantrasyonlarina ¢ikmistir. Siire¢ boyunca
sitokin diizeylerinde dalgalanmalar goriilmiistiir. Ancak sitokin diizeylerinde belirlenen
degisimlerin istatistiki fark olusturacak diizeyde olmadigi rapor edilmistir. CCL’nin
immun stimulan etkisinin belirlenmesi i¢in daha detayli molekiiler diizeyde arastirmalar

yapilmasi gerektigi ifade edilmistir (97).

Yukaridaki raporlara bakildiginda CCL’nin immiin parametreler {izerine etkinligi ve
etki mekanizmasi yeterince agik degildir. Ayrica CCL’nin immiin sistemi nasil aktive

ettigine iliskin bilgiler de yetersizdir (95).

Uzun bir siliredir buzagilamadan once yapilan asilama ile spesifik antijenlere karsi
kolostral antikorlar arttiracag diisiiniilmekteydi. Bu diislince en iyi sekilde Escherichia
coli, rotavirus, and coronavirus. neonatal ishal patojenlerine kars1 analarin agilanmasi ile
gosterilmistir (121). Modifiye canli virus asilarnin kolostral antikorlari arttirdig
goriilmiistiir (122). Kolostral antikorlarin arttirtlmasinda as1 ile beraber CCL uygulamasi

da etkili olmustur.

Inaktif viral asilar ise aym etkiyi gdstermemistir (123). Asilar antikorlarin kolostral
transferini artirmak igin dizayn edilmelidir. Iste bu nedenle inaktif asilarin etkinliginin
arttirilmasi diisliniilmiistiir. Mevcut olan ve dogumdan hemen 6nce kullanilan ticari
asilarin etkinligini artirmak igin ¢esitli iz element ve vitaminler (Se, C vit, A, D, E vit)

ve gidasal uygulamalar yapilabilirse de asiyla eszamanli immunmodiilatrlerin
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kullanim1 saha veteriner hekimligi agisindan yeni bir uygulamadir. Boylece 6zellikle
inaktif E. coli, rotavirus ve coronavirus asisinin immiinojenik 6zelligi bu ¢alisma ile
arttirilmistir. Verilen immunmodiilatér ile hem ana kaninda hem de kolostrumda IgG
diizeylerinin anlamli oranda arttirilabilecegi gosterilmistir. Kolostrum kalitesinin
arttirllmasinda ozellikle kolostrumda yeterli IgG ihtiva etmeyen diivelerin veya diger

sigirlarin kolostrum kalitesinin yiikseltilebilecegi de bu ¢alisma ile ilk kez gosterilmistir.

Bu tez projesinde de immunmodiilator etkili ilacin IgG diizeylerini arttirmasinda hangi
mekanizmalar1 aktive etkiledigi belirlenmemistir. Bu nedenle immiinojenik aktivitede

rol oynayan ara mekanizmalarin arastirilmasi ileride yapilacak caligmalar icin tavsiye
edilebilir.

Bundan sonraki konuyla ilgili yapilacak calismalarda, mevcut immun modiilator
ilaglarin immun sistem aktivasyonunda nasil rol aldiklar1 ve ilgili ara mekanizmalarin

da arastirilmasi ve en uygun immunmodiilatoriin ortaya konulmasi da amaglanmaktadir.

Sonug olarak; Bu yiikseklisans tez projesinde; heniiz ¢oklu dogum yapan inekler kadar
kolostral IgG diizeylerine tam olarak ulasamayan diivelerde kan ve kolostrum IgG

diizeylerinin arttirtlmasinda CCL enjeksiyonlarinin giivenle kullanilabilecegine,

Herhangi bir nedenle immun sistemi baski altinda olan gebelerde kolostrum kalitesinin

arttirllmasinda CCL’nin kullanilabilecegine,

Gebe hayvanlarda CCL’nin herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadigina karar

verilmistir.
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