T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
VETERINERLIK MiKROBIYOLOJiSi ANA BiLiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

GEBE SIGIRLARA INAKTIF Escherichia coli ASISI
UYGULAMASININ KOLOSTRUM VE BUZAGI KAN
SERUMLARINDAKI IgG SEVIiYELERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Yiiksek Lisans Tezi
Sinan SANCAK

Danisman

Prof. Dr. Timur GULHAN

Bu tez ¢alismasi, Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirmalari Destekleme
Kurulu tarafindan PYO.VET.1904.20.004proje numarasi ile desteklenmistir.

SAMSUN
2022



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK BEYANI

HazirladigimYiksek Lisans tezinin biitlin asamalarinda bilimsel etige ve
akademik kurallara riayet ettigimi, c¢alismada dogrudan veya dolayli olarak
kullandigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin
Kaynaklar’da gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna
uygun yazildigin1 ve TUBITAK Arastirma ve Yayin Etigi Kurulu Yonetmeligi’nin 3.
boliim 9. maddesinde belirtilen durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan
ederim.

Etik Kurul Gerekli mi?

Evet [ (Gerekli ise ekler kismina ekleyiniz)

Hayir

10/02/2022
Sinan SANCAK

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI

Tez Bash@i: Gebe Sigirlara InaktifEscherichia coli Asis1 Uygulamasinin Kolostrum

ve Buzagi Kan Serumlarindaki IgG Seviyelerine Etkisinin Aragtirilmasi

Yukarida baslig1 belirtilen tez ¢aligmasi i¢in sahsim tarafindan 12.01.2022
tarthinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani :% 16

Tek kaynak orant : % 4¢ikmustir.

10/02/2022
Prof. Dr. Timur GULHAN



OZET

GEBE SIGIRLARA INAKTIF Escherichia coli ASISI UYGULAMASININ
KOLOSTRUM VE BUZAGI KAN SERUMLARINDAKI IgG SEVIYELERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

Sinan SANCAK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans,Ocak/2022
Danisman:Prof. Dr. Timur GULHAN

Bu calismada, gebe sigirlara uygulanan inaktif E. coli asisinin kolostrum ve
buzagr kan serumlarindaki immunoglobulin (Ig) G seviyelerine olan etkisinin
aragtirtlmas1 amaglandi. Bu amagla, gebeliklerinin farkli donemlerindeki sigirlara
(son 60 ve 30 giin) ticari bir inaktif E. coli asis1 uygulandi. Asilanan sigirlarin
kolostrumu ve bu kolostrumlarla beslenen buzagilarin kan serumlarindaki IgG
seviyeleri ELISA ile incelendi. Asillama gruplar1 ve kontrol grubu arasinda IgG
seviyelerindeki farkliliklar 6lgiilerek, gruplar arasindaki IgG degerleri karsilagtirild.
Kolostrum orneklerine ait veriler incelendiginde, kontrol grubu ile tek doz ve iki doz
asilanan hayvanlardan elde edilen sonuglar arasindaki farkin 6nemli (p<0.001)
oldugu belirlendi. Benzer sekilde buzagi serumlarina ait veriler degerlendirildiginde;
tek doz ve iki doz as1 yapilan sigirlarin buzagilarinda Olgiilen kan serumu
degerlerinde kontrol grubuna gdre 6nemli oranda artis tespit edildi (p<0.001). Diger
yandan kontrol grubundaki 7 buzaginin tamaminda (%100), tek doz asilanan sigirlara
ait 7 buzagimin 5’inde (%71.4) pasif transfer yetersizligi (PTY) gortliirken, iki doz
asilanan 7 buzagmin higcbirinde PTY belirlenemedi.Boylece asilanan hayvanlarda
PTY oranlarinda 6nemli oranda diisiis saglanmis oldu. Sonug olarak gebe sigirlara
uygulanan inaktif E. coli asisi ile olugturulan immun yanitin pasif olarak buzagilara
transfer edildigi, gebe sigirlarin gebeliklerinin son 60. ve 30. giiniinde iki doz
astlamanin, tek doz asilamaya gore daha etkili oldugu kanaatine varildu.

Anahtar Sézciikler: Sigir, inaktif E. coli asis1, Kolostrum, Kan serumu, IgG, ELISA



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECT OF INACTIVE Escherichia coli VACCINATION
ON PREGNANT CATTLE 1gG LEVELS IN COLOSTRUMS AND CALF BLOOD
SERUMS

Sinan SANCAK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Microbiology
Master,January/2022
Supervisor:Prof. Dr. Timur GULHAN

In this study, it was aimed to investigate the effect of inactive E. coli vaccine
administered to pregnant cattle on immunoglobulin (Ig) G levels in colostrums and
calf blood serum. For this purpose, a commercial inactive E. coli vaccine was
administered to cattle at different stages of their pregnancy (last 60 and 30 days). The
colostrums of vaccinated cattle and 1gG levels in blood serum of calves fed with
these colostrums were analyzed by ELISA. Differences in IgG levels between
vaccination groups and control groups were measured and IgG values between
groups were compared. When the data of the colostrum samples were examined, it
was determined that the difference between the results obtained from the control
group and the animals that were vaccinated with one dose and two doses was
significant (p <0.001). Similarly, when the data of calf sera are evaluated; There was
a significant increase in blood serum values measured in calves of cattle receiving
single dose and two doses of vaccine compared to the control group (p <0.001).0n
the other hand, passive transfer failure (PTY) was observed in all 7 calves (100%) in
the control group and in 5 (71.4%) of the 7 calves that were vaccinated with a single
dose, while PTY could not be determined in any of the 7 calves that were vaccinated
with two doses. Thus, a significant decrease in PTF rates was achieved in vaccinated
animals. As a result, it was concluded that the immune response generated by the
inactive E. coli vaccine administered to pregnant cattle was transferred to calves
passively, and that two doses of vaccination on the last 60 and 30 days of pregnancy
of pregnant cattle were more effective than single dose vaccination.

Keywords: Bovine, Inactive E. coli vaccine, Colostrums, Blood sera, 19gG, ELISA
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1. GIRIS

Buzagi ishalleri, dogumu takiben ilk haftalar siit ve besi sigirlarin siklikla
karsilasilan bir hastaliktir. Ishaller, enfeksiydz ajanlardan kaynaklanabilecegi gibi
gibi yetersiz kolostrum alimi veya kolostrum igeriginde bulunan antikorlarin yetersiz
emilimi sonucunda olusabilir. Ayrica ahir hijyeninin yetersiz olmasi nedeniyle de
buzagilar hastaliga predispoze hale gelmektedir. Ishallerin prevalans: Bartels et al.
(2010) tarafindan %19,1 insidensi ise Windeyer et al. (2014) tarafindan %21,2 olarak

rapor edilmistir.

Buzagilarda ishal kaynakli gelisme geriliginin goriilmesi ayrica tedavi ve
bakim masraflarinin artmasi1 nedeniyle de hem iilkesel hem de global capta ciddi
ekonomik kayiplar goriilmektedir. Diinya genelinde bir¢ok iilkede gebeligin son
doneminde uygulanan agilama protokolleri iilkemizde yaygin ve sistematik sekilde
yiriitilememektedir. Bunun temel sebeplerinin asilama siirecinin yeterince takip
edilememesi, saha sartlarinda uygulamadaki yetersizlikler ve yetistiricilerin yeterince

bilin¢li olmamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Erken donemde buzagi kayiplari, global c¢apta yetistiricilerin en Onemli
sorunlarindan birisi halindedir. Dogumdan sonraki ilk 3 haftalik siire¢ neonatal
buzagilarin sag kalimi yoniinden 6nemli bir periyottur. Bu nedenle yetistiricilerin
hem asilama ile Onlem almasi hem de ¢evresel predispoze faktérleri ortadan

kaldirmasi biiyiik 6nem arz etmektedir (Perk, et al., 2000).

Neonatal buzagilarin immun sistemleri yeterince gelismemis haldedir. Bu
durum ozellikle ineklerin sindesmokoriyal plasentaya sahip olmasindan, antikorlarin
molekiil boyutlarmin biiyiik olmasi sebebiyle anneden yavruya antikor gegisinin
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle neonatal buzagilarda, yeterli miktarda
immunglobulin bulunmamaktadir. Ozellikle dogumu takiben buzagilarin yeterli ve
dogru sekilde kolostrum almasi buzagilarin bagisiklik sistemlerinin gelismesinde
biiyiikk 6nem tagimaktadir (Aldridge, et al., 1992; Reber, et al., 2006). Buzagilar,
kolostrumla alinan immunglobulinler haricinde kendi immunglobulinleri 10. giinden
itibaren iiretmeye baslamaktadir. Dogumu takiben yaklasik 8. haftada buzagilarin

immunglobulin miktarlar1 yeterli diizeye gelmektedir (Hopkins, et al., 1984).



Neonatal buzagilarin dogumu takiben 24-48 saat igerisinde kandaki IgG
seviyesinin 10 mg/ml’den daha az oldugu durumlarda buzagilarda “Pasif Transfer
Yetmezlik” (PTY) oldugu bildirilmektedir (Godden, 2008). PTY, hayvanlarin
yetistirilme sekline ve hayvan tiiriine gore pekcok sebepten olusabilmektedir. Bu
durum bazi siirlilerde %10-40 arasinda degisiklik gostermektedir ve PTY ye bagh
gelisen ishaller ekonomik kayiplara neden olmaktadir. PTY’ nin gorildigi
hayvanlardaki o6liim oraninin yeterli miktardan kolostrum alan buzagilarla
kiyaslandiginda 3-10 kat arasinda daha fazla oldugu rapor edilmistir. Ayrica
enfeksiydoz etkenlerden kaynakli 6len neonatlarin %90’inda PTY goriildiigi
bildirilmistir (Abel Francisco and Quigley, 1993).

Neonatlar yeterli miktarda kolostrum aldigi  durumlarda, spesifik
immunglobulinler yavruda pasif bagisikligi olusturmaktadir. Buzagilarin dogumdan
sonra 24-48 saat igerisinde bagirsak epitellerinin degisime ugramasi nedeniyle
immunglobulinlerin absorbsiyonu ciddi oranda azalmaktadir. Bu oranlarin dogumdan
sonraki ilk alt1 saat icerisinde %60-70 oldugu, on iki saat sonra %50’ye diistiigli ve
24 saat sonra ise emilimin yaklasik olarak %10’a diistiigi bildirilmektedir. Bu
sebeplerden dolayr buzagilarin dogumdan sonra hizli sekilde yeterli miktarda
kolostrum almast hem immun sistem acisindan hem de ilerleyen yaslardaki
verimlerinin yiiksek olmasi agisindan bilyiik 6nem arz etmektedir (Courtney, et al.,
2000).

Kolostrumdaki spesifik immunglobulinlerin yeterli seviyeye ulagmasi igin
enfektif ajanlara maruz kalmasi veya asilama yoluyla bagisiklanmasi gerekmektedir.
Buzagilarda pasif bagisikligin olusturulmasi i¢in siklikla gebe sigirlara asilama

yoluyla bagisiklik olusturulmaktadir (Sherwin, et al., 2016; Weaver, et al., 2000).

E. coli kaynakli ishallerde bakteriye ait farkli antijenik 6zellikteki yapilardan
iiretilen asilarla gebe sigirlarin dogumdan 6nce asilanmasi ile kolostrumda yeterli
miktarda immunglobulin olustugu ve buzagilarda sekillenen E. coli kaynakli
ishallerin biiyiik Ol¢lide azaldigi ve buna bagl olarak 6liim oranlarinda da énemli

oranda diisiisiin oldugu yapilan ¢alisma ile rapor edilmistir (Figueiredo, et al., 2004).

Neonatal buzagilarda ETEC kaynakli ishal ve 6liim olgulari siklikla dogumdan
sonraki ilk giinlerde goriilmektedir. Hayvanlarda goriilen antibiyotik direnci ve
buzagilarda antibiyotiklerin bu donemde etkinliklerinin nedeniyle antimikrobiyal

tedavi etkisiz oldugu ortaya konulmaktadir. Bu siire¢ igerisinde tedaviden daha
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onemli ve kritik olan maternal antikorlar biiylik 6nem tasimaktadir. Kolostrumdan
alman IgG seviyelerinin diisiik oldugu hayvanlarda 6lim oranlarinin yeterli IgG
miktarina sahip olan hayvanlara kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Al-Alo, et al., 2018).

Bu tez calismasinda, gebeliklerinin son 60. ve 30. giiniindeki gebe sigirlara
yapilan inaktif E. coli K99 asisinin, hayvanlarin kolostrumunda ve yeterince
kolostrum ile beslenen buzagilarina ait kan serumlarindaki IgG seviyelerinin
belirlenmesi amaglandi. Yiiriitilen tez kapsaminda sinirli da olsa neonatal buzagi
ishallerinin 6nlenmesine yonelik asilama gergeklestirildi. Bu sayede kolostruma daha
fazla IgG gegisi saglanarak, immunglobulin seviyesi artirilmis kolostrum alan
buzagilarda spesifik antikor gecisi ile daha etkin bir koruma saglanabilecegi
diistinilmektedir. Ayrica sigir yetistiriciler, yeni dogan buzag sepsislerinin
engellenmesinde sigirlarin dogumdan once kolostrumdaki immunoglobulinlerin
arttirilmast amaciyla asi uygulamalarinin  6nemi konusunda bilinglendirilmeye

calisildi.



2. GENEL BILGILER

Yeni dogan buzagilarda goriilen ishaller, yetistiricilerin sik¢a karsilastigi
ekonomik sorunlarin basinda gelmektedir. Buzagi ishalleri enfeksiyoz kaynakli
olabildigi gibi nonenfeksiyoz kaynakli da olabilir (Bartels, et al., 2010; 1zzo, et al.,
2011). Yapilan galismalarda, yaygin olarak izole edilen enfeksiy6z ajanlar E.coli,
Coronavirus, Rotavirus, Toxocara spp., Cryptosporidiumspp. ve Eimeriaspp.’lerdir.
Bu ajanlardan 6zellikle bakteriyel kokenli olan E. coli, viral kokenli olan Rotavirusve
Coronavirus, protozoal kaynakli Cryptosporidiumspp.’nin neonatal buzagi ishali
kaynakli 6liimlerin ortaya ¢ikmasinda daha baskin oldugu rapor edilmistir (Lorenz, et
al., 2011). Bazi olgularda ishal etkeninin tek bir patojen oldugu, baz1 olgularda ise
bakteriyel, viral ve protozoal enfeksiyéz ajanlarinin miks enfeksiyon olusturdugu
bildirilmektedir. Enfeksiyona neden olan patojenlerin prevalansi ve insidensi ¢iftligin
yerlesim yeri, yetisticilik tipi ve siirlinlin hacmine gore degisiklik gostermektedir
(Cho and Yoon, 2014).

Bakteriyel etkenlerden ishale neden olan etkenler arasinda yaygin olarak
goriilen E. coli’nin septisemi ve endotoksemiye neden olmasi sebebiyle buzagilarda
goriilen dliimlerinden biiylik bir kismini olusturmaktadir. Siddetli diyare olgularinin
oldugu, dehidre buzagilarin yaklasik %30’ unda E. coli kaynakli enfeksiyonun oldugu
ortaya konulmustur. E. coli kokenli ishal olgulari iki haftaliktan kiigiik ve yetersiz
kolostrum alan buzagilarda sik sekilde goriilmektedir (Constable, 2007; Akyiiz,
2015; Akytz, vd., 2017).

Yenidogan buzagilarda dogum sonrasinda, fizyolojik ve histolojik yapilarinin
hizli sekilde degismesi ve gelismesi sebebiyle bu donem biiyiikk 6nem tasimaktadir
(Smith, 2015; Constable, et al., 2017). PTY nin sekillendigi buzagilarda enfeksiy6z
ajanlara kars1 yeterli miktarda antikor bulunmamasi nedeniyle ishaller daha sik
sekillenmektedir ve buna bagli olarak olusan 6liim oranlarinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (McGuirk and Collins, 2004; Berge, et al., 2009; Lorenz, et al., 2011,
Torsein, et al., 2011 ; Gok¢e ve Erdogan, 2013).

Ishal tedavisinde kullanilan ilag maliyetlerinin artmasi ve ¢ogu olguda &liim
sekillenmesi nedeniyle de onemli ekonomik kayiplar Staufennbiel (2002) tarafindan,
buzagi ishallerin 6nemini ortaya koymaktadir. Uhde, et al., (2008) tarafindan yapilan
caligmada siitten kesilme doneminden dnceki yastaki buzagilardaki 6liim oranlarinin

yaklasik olarak %75’inin ishal kaynakli oldugu bildirilmistir. Ayrica enfeksiyonun
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yaygin ve siddetli olarak seyrettigi siiriilerdeki 6liim oranmmin %100’e kadar
¢ikabildigi rapor edilmektedir (Morris, et al., 2011).

Buzagilarin erken donemde Olmesi verim kaybina ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Neonatal buzagi ishalleri yiliksek morbidite ve mortalite ile
seyretmektedir (Wudu, et al., 2008). Buzagilarda ilk ii¢ ayda goriilen en yaygin
hastaliklar arasinda ishal olgular1 yer almaktadir (Bjorkman, et al., 2003).

2.1. Escherichia coli (E. coli)

Alman mikrobiyolog Theodor Escherich, 1885 yilinda Bacterium coli
commune olarak identifiye etmistir. Migula 1895 yilinda ve Lehman ve Neumann ise
1896 yilinda, bu bakteriyi Bacterium coli olarak kullanmaya baslamislardir.
Castellani ve Chalmers, 1919 yilinda Theodor Escherich ile anilmasi igin
Escherichia coli olarak nomenklatiire katmislardir (Deisingh and Thompson, 2004;
Barnes, et al., 2008). Son yapilan siniflandirma 16 rRNA’daki benzerlik orani esas
alinarak yapilmaktadir. Bu tanimlamaya gore etken, Bakteri aleminin, Proteobacteria
subesi, Gamma protobacteria sinifi, Enterobacteriales takimi, Enterobacteriaceae
familyas1 ve Escherichia genusu igerisindedir (Scheutz, et al., 2005). Etken, Gram
negatif, katalaz pozitif, sporsuz ¢comak formunda, oksidaz negatif, mezofilik bir

bakteridir (Dykes, 2004).

Etken, ¢omak seklinde 1.1-1.5um x 2.0-6.0um biiyiikligiinde bir bakteridir.
Suslarin tamamina yakiminda kapsiil ve mikrokapsiil yapist bulunmaktadir.
Bakterinin dis yapisinda bulunan flagellalar1 sayesinde hareket kabiliyeti olmasina
ragmen, hareketsiz olanlar1 da izole edilmektedir. Bakterinin ideal iireme 1sis1 37-
44°C arasindadir. Bakteri genel besi yerlerinde rahatga iiremektedir. Bu besi
yerlerinde, taze kiiltiirlerde S tipli koloni formu olusturabildigi gibi bazen M tipli
kolonilerde olusturmaktadir. Eskimis kiiltiirlerde ise bakteri kolonilerinin R formuna

dondiigl goézlenmektedir.

E. coli’nin alt tiirlerinin isimlendirilmesi, antijenik yapilarin ¢esitliligine gore
yapilmaktadir. Alt tiirlerin serotiplendirilmesi ilk kez Kaufmann tarafindan
yapilmistir. Bu sema bakteri yiizeyinde bulunan somatik (O), flagellar (H) ve kapsiil
(K) antijenlerinin belirlenmesiyle olusturulmustur (Kostakioti and Stathopoulos,
2004). Yapilan galismalarda E. coli suslarinin yaklasik olarak 175 somatik antijeni,

64 adet flagellar antijeni ve 100’den fazla kapsiiler antijene sahip oldugu



bildirilmistir. Somatik antijenler lipopolisakkarit yapida olan ve yiiksek 1s1 ile

inaktive olmayan antijenlerdir.

Polisakkarit 6zellik tasiyan kapsiiler antijenler bakterinin somatik antijenler ile
agliitine olmasinm1 engellemektedir. Agliitinasyonun goriilmesi i¢in antijenin 1s1 ile
muamele edilmesi gerekmektedir. Hareketli suslarda bulunan flagellar antijenler
protein karakterindedir ve 1s1 ile inaktivasyon sekillenebilmektedir (Whitman, et al.,
2012).

E. coli olumsuz ¢evre sartlarina, bir¢ok antibiyotige karsi direngli olmasi
nedeniyle birgok hastaligin olusumunda rol oynamaktadir. Ozellike O157 somatik
antijene sahip suslarin ¢evresel kosullara daha direncli oldugu bildirilmektedir. Bu
suslar diskida 50 giin, toprakta yaklasik 130 giin boyunca hem canliligini hem de
enfektivitesini korudugu ortaya konulmustur. Etkenin bulagsmasinda, 6zellikte ¢iftlik
hayvanlarinin ve kanatli hayvanlarin rezervuar oldugu bildirilmistir (Fairbrother and
Nadeau, 2006; Sanchez, et al., 2010).

Enterotoksijenik  suslar hayvanlarda genital sistem enfeksiyonlarina,
kolibasillozise, koliseptisemilerine; insanlarda gastroenteritise ve turist ishaline
neden oldugu bilinmektedir (Cho, et al., 2007). Patojen bakterilerin kaynaginin
genellikle c¢evresel kontaminasyon sonucunda enfeksiyona neden oldugu
bildirilmistir. Steril olarak dogan buzagilarda enfeksiyon, gobek kordonu araciligiyla,
dogum esnasinda genital kanal veya hijyenik olmayan kolostrumun buzagilara

icirilmesi ile gelisebilir (Fecteau, et al., 2009; Foster and Smith 2009).

Yenidogan septisemi vakalarinda sik olarak E. coli izole edildigi ve en patojen
susun ise K99 oldugu bildirilmistir. Hastalifin bulasmasi, kontamine ¢evresel
materyallerden susun agi1z yoluyla alinmasi, omfalojen ve aerosol yol ile gerceklesir

(Karademir ve Sendil, 2001).

Sepsise veya toksemiye neden olan E. coli suslart neonatal buzagi
oliimlerinden sorumlu tutulmaktadir. ishal olgusunun goriildiigii buzagilarin yaklasik
%30 unda E. coli ile iligkili bakteriyel enfeksiyon wvarligi tespit edilmistir.
Septisemiler genellikle iki haftaliktan kiiglik olan ve kolostrumdaki 1gG
konsantrasyonun yetersiz oldugu buzagilarda daha sik sekilde olusmaktadir (Akyiiz,
vd., 2017).



2.2. Escherichia coli Tiirleri

Sindirim  kanalindaki E. coli’ler enterotoksijenik E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), Vero- veya Shiga-toksin tireten E. coli (VTEC veya
STEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC),
enteroinvaziv E. coli (EIEC) ve diffuz aderent E. coli (DAEC) olarak
gruplandirilmaktadir (Omerovic, vd., 2017).

2.2.1. Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC)

ETEC’in, ishal vakalarindan siklikla izole edildigi bildirilmektedir. ilk kez
domuz yavrularinda goriilen enfeksiyonlarda gozlenmistir. ETEC enfeksiyonlarinin
patogenezinde Onemli rol oynayan yapilarin bagirsaga adhezyonunu saglayan
fimbrialar, afimbrial adezinler ve enterotoksinler oldugu belirlenmistir (Nataro and
Kaper, 1998; Torres, et al., 2005). Onemli fimbrial ve afimbriyal adezinler: K88
(F4), K99 (F5), 987P (F6), F17, F18, F41’dir (Nataro, et al., 1987). ETEC’in
enterotoksinleri: ETEC suglar labil toksin (LT) ve stabil toksin (ST) olmak tizere
farkli toksin gruplarindan en az birisini igermektedir (Nataro, et al., 1987). Labil
toksin yiiksek molekiil agirligina sahiptir vel5 dakikada, 60°C’de inaktive
olmaktadir. Labil toksin LT-1 ve LT-II olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir (Nataro,
et al., 1987). Stabil toksin ise diisiik molekiil agirligina sahiptir ve 100°C’de 15
dakikada inaktive olmaktadir. Yap1 ve etki mekanizmasina gore stabil toksin de ST-I

ve ST-I1 olarak iki gruba ayrilmigtir (Nataro, et al., 1987).
2.2.2. Enteropatojenik Escherichia coli (EPEC)

EPEC, E. coli’nin tanimlanan ilk patotipidir. Bebeklerde ishale sebep olan bir
etken olup tiim hayvanlarda da ishale neden olmaktadir. EPEC’in bagirsak epitelinde
yer alan belirli hiicrelere penetre olmaktadir. Mikrovilluslarda lezyonlara ve epitel
hiicrelerine penetre olarak cesitli sindirim sistemi sorunlarina neden olmaktadir. Bu
patotipte yer alan suslarin stabil ve labil toksin liretmedigi ortaya konulmustur
(Botelho, et al., 2003; Torres, et al., 2005; Vanessa and Carlyn, 2015).

Onceleri EPEC suslari O ve H serotiplerine gdre tamimlanmakta iken
giinimiizde bu genlerin, 35 kb biiyiikliiglinde enterosit silme lokusu olarak
tanimlanan (LEE) patojenite adasinda kodlandig1 bildirilmistir (Bieber, et al., 1998).
LEE, ii¢ birimden olusmaktadir. Birincisi efektdr molekiillerin iiretiminden sorumlu

tip III sekresyon sistemi, ikincisi tip III sekresyonda gorev alan proteinler, ii¢linciisii



ise intimin ve konakg¢i hiicresinin plazma membranina yerlesen ve yer degistiren
intimin reseptoriidir (Caprioli, et al., 2005). LEE’nin hem EPEC hem de EHEC
suslarinda bulundugu rapor edilmistir (Garmendia, et al., 2005).

LEE bolgesi igeren izolatlar, tipik EPEC (tEPEC) olarak siniflandirilirken,
LEE-pozitif, BFP-negatif izolatlar ise atipik EPEC (aEPEC) olarak tanimlanmaktadir
(Bieber, et al., 1998).

2.2.3. Vero/Shiga toksin iireten Escherichia coli (VTEC/STEC/EHEC)

1977 yilinda, VTEC (Verotoksin tireten E. coli) ya da EHEC bilinen Shiga
toksin treten E. coli (STEC) tanimlanmistir. Susun memelilerde hastaliga neden
oldugu ortaya konulmustur. STEC’in patogenezi domuzlarda belirlenmisken
ruminantlarda ve kopeklerde hastaligin olma mekanizmas: yeterli sekilde
aydinlatilamamistir. Shiga toksinler, stx1 ve stx2 olarak iki ayrilirlar. STEC’in stx1
grubu, stx2 ve S. dysenteriae tarafindan sentezlenen shigatoksin 1 ile %50-60
benzerlige sahiptir. STEC, bagirsak mukozasina adhere olarak bagirsak peristaltigine
kars1 direng gostermektedir. Adhezyon ve kolonizasyonda intimin gorev almaktadir.
Bu protein, bakterinin dis yapisini olusturmakta, 94-97 kDa agirhiginda olup eaf geni
tarafindan kodlanmaktadir (Kariyawasam, et al,, 2006). STEC suslar1 igerisinde
farkli plazmidler yer almaktadir fakat hastalik olusundaki rolii tam olarak

aydinlatilamamistir (Nataro, et al., 1987).
2.2.4. Enteroagregatif Escherichia coli (EAEC)

EAEC1 1987 yilinda ishal vakasindan izole edilerek identifikasyonu
yapilmigtir (Nataro, et al., 1987). Bu toksin tipinin salgilandigi suslar, invazif
ozellikte degillerdir. Ayn1 zamanda O ve H antijenlerine gére ETEC, EIEC, EPEC ve
EHEC seklinde gruplandirilamayan Hep-2 ve HeLa hiicre kiiltiirlerinde tipik etki
gosteren suslardir (Kayser, et al., 2002). EAEC suslarinin bazilarinin sitotoksin
drettigi bildirilmektedir. Sentezlenen toksin enteroagregatif sitotoksin (EAST)
seklinde tanimlanmaktadir ve plazmid ile kodlanmaktadir. Bu toksinin hiicre
kiiltiirlerinde yuvarlaklagsma/kopmaya; insan bagirsak kriptlerinde harabiyete ve

dilatasyona sebep oldugu rapor edilmistir (Clarke, 2001; Forbes, et al., 2007).
2.2.5. Enteroinvaziv E.coli (EIEC)

EIEC, 1944 yilinda ilk olarak Paracolon bacillus olarak tanimlanmustir.

Ilerleyen zamanlarda ise E. coli O124 olarak tanimlanmistir. Kanl ishal EIEC
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enfeksiyonu icin tipik bir semptomdur fakat diger patotiplerde sekillenen ishallere
oranla daha az goriilmektedir. Enfeksiyon kontamine besinlerle bulasmasina ragmen,
prevalansi diisiiktiir. Insandan insana bulasma bildirilmemistir (Brooks, et al., 2004;
Berkiten, 2005). EIEC suslar1 hareketsizdir ve laktozu fermente etmez veya geg
fermente ederler (Gilinaydin, 2004; Bozkaya, 2005). EIEC kolon mukozasina
invazyon yapar, epitelde yayilim gosterir ve hiicrelerde hasara neden olur. Shigella

dysanteriae’ya benzer sekilde enteritis goriiliir (Brooks, et al., 2004; Berkiten, 2005).
2.2.6. Diffuz Agregatif Escherichia coli (DAEC)

Kan icermeyen ve l6kositin goriilmedigi ishale neden olurlar. Hep-2 hiicre
kiiltiiriinde difiiz adherens sekillendirirler. Fimbria (F1845) araciligiyla bagirsak
epitellerine tutunur. Bu fimbriya ile epitele tutunmalar1 sayesinde ve hiicre igi iletim
mekanizmasinmi  aktiflestirirler (Wilson and Sande, 2001). LT ve ST toksin
sentezlemezler. Epitel hiicrelerine baglanmak i¢in 6zel plazmidleri bulunmamaktadir

(Yoon and Hovde, 2008).
2.2.7. Ekstraintestinal patojenik Escherichia coli (EXPEC)

Ekstraintestinal patojenik E. coli (EXPEC)’ler, bagirsak mikrobiyotasinda yer
alan kommensal bakterilerdir. EXPEC igerisinde, septisemik patojenik E. coli
(SEPEC), iropatojenik E. coli (UPEC) ve avian patojenik E. coli (APEC) yer
almaktadir. Ayrica mastitise sebep olan meme patojenik E. coli (MPEC) ve genital
kanal enfeksiyonlarina sebep olan endometriyal patojenik E. coli (EnPEC)’dir
(Carlton, et al., 2010).

2.3. Buzagilarda Kolibasilloz E. coli

Neonatlarda akut ishalsekillendiren patojen Enterotoksijenik E. coli
(ETEC)’dir. ST igerir ve K99 antijeni iretirler. Dogum sonrasi ilk haftada
buzagilarda goriilen ishallerdenE. coli'nin izole edilme orani yaklagik %25-30'dur.
Enfeksiyonlarindan korunmak amaciyla uygulanan asilar kolostrumda antifimbrial
antikorlarin1 arttirir. Bu antikorlar buzagilarda pasif bagisiklik saglamaktadir.
Enterotoksijenik E. coli asisiuygulanansigirlardan dogan buzagilarda, fimbrial
antijenlerin homologlarina da bagisiklik saglanmaktadir (Giingdr ve Bagtan, 2004).

Buzaginin bulundugu cevre, etken, bagisiklik durumu hastalik olusumunda rolii
bulunmaktadir. Etiyolojide septisemik ve enterotoksijenik (ETEC) (F4, F5 (=K99),
F6, F4lantijenleri) 08,09,078,045,0117 ve 035 serotipleri ile daha az olarak
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entero hemorajik (0157:H7) ve nekrotoksijenik E. coli etkili olmaktadir. Dogumdan
sonra ilk saatlerde yetersiz, ya da kolostrum alamamasi, kuru déneminin iyi
yapilmamasi veya ge¢ kuruya ayirma, A vitamini eksikligi, temizlik, meme sagligina
dikkat edilmemesi predispoze faktorlerdir.

Bu enfeksiyon biitiin diinyada buzagilarda goriilen en 6nemli hastaliklardandir
(Radostits, et al., 2007). Yeni dogan buzagilar E. coli K99 enfeksiyonlarina karsi
dogumun ilk giinlerinde ¢ok hassastirlar ve etkilenen buzagilarda sulu ishal
sekillenebilir (Foster and Smith, 2009). Buzagilarin bagirsaklarinin diisik pH’li
olmas1 enfeksiyon ajaninin adhezyon ve kolonizasyonu i¢in imkan saglar. Etkilenen
hayvanlarda villoz atrofi, lamina propriyada hasar sekillenir. Adhezyonu K99
antijeni ile saglamaktadir (Francis, et al., 1989).

Bir galigmada ishal olgusunun goriildiigii buzagilardan izole edilen 37 adet E.
coli'nin % 18.9’unun K99, % 18.9’unun F41, % 18.9’unun 1siya direngli
enterotoksin A (STA), %13.5’inin Shiga toksini 1 (Stx1), ;% 5.4’liniin Shiga toksini
2 (Stx2) ve % 8.1’inin intimin genlerine sahip oldugu ortaya konulmustur (Ok, vd.,
2009). E. coli kaynakli enfeksiyonlar genellikle dogumu takiben ilk 5 giine kadar
yogun olarak goriilmesine ragmen, 14 giine kadar da enfeksiyon
sekillenebilmektedir. Ayrica enfekte hayvanlar rezervuar olarak enfeksiyonun
yayilmasinda rol oynarlar. Enfeksiyonun morbiditesi % 30-70 arasinda degiskenlik
gosterirken, mortalitesi ilk 3 gilinlik buzagilarda %50-60 arasinda, 8 giinliik
buzagilarda ise % 5-10’a kadar azalmaktadir (Radostits, et al., 2007).

Buzag ishallerinde E. coli’nin bagirsak mukozasindaki hasara bagl elektrolit
kaybi, LPS’in artmasina bagli sepsis gozlenebilir (Bicknell and Noon, 1993; De
Paepe, et al., 2002; Roberts, et al., 2011).

2.4. Neonatal Buzag Oliimleri ve Nedenleri

Buzag ishalleri, yetistiricilikte tiim isletmelerdeki o6nemli saglik
problemlerinden biridir ve ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Buzagilarda
goriilen erken donem hastaliklar1 enfeksiyoz (bakteriyel, viral, paraziter ve mikotik)
veya nonenfeksiydz (vitamin/mineral madde yetersizlikleri, konjenital anomaliler)
kaynakli olarak gruplandirmak miimkiindiir. Yapilan ¢aligsmalarda; gli¢ dogum, ishal,
enterotoksemi, pndmoni, septisemiler, mineral, iz element ve vitamin yetersizlikleri
(Vitamin E, Iyot, Selenyum yetersizlikleri) ve uygun olmayan cevre kosullar1 buzag

Olimlerinin ve hastaliklarinin sebebi olarak bildirilmistir (Blowey, 1993; Donovan,
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etal., 1998).

Gelismis {lilkelerde buzag: ishallerindeki mortalite oraninin %2-%12 arasinda
oldugu bildirilmistir (Blowey, 1993; Wells, et al., 1996; Sivula, et al., 1996). Dutil, et
al. (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada oliimler %4.9 - %5.2, Wells, et al. (1996)
tarafindan yapilan calismada ise 0-8 haftalik buzagilarda 6liim orant %6.3 olarak
bildirilmistir. Benzer bir ¢alismada Sivula, et al. (1996) 0-16 haftalik buzagilarda
mortalite oranin1 %11.8, Donovan, et al. (1998) 0-6 aylik buzagilarda mortalite
oranmi %]11.7 olarak rapor etmislerdir. Gelismekte olan {lilkelerde ise mortalite
oranlar1 yaklasik %35 olarak rapor edilmistir (French, et al., 2001).

Wells, et al. (1996) tarafindan yapilan morbidite ¢alismasinda buzagilarda,
ishal %24.6, halsizlik %10, pnémoni %8.4, dehidrasyon %4.1, eklem hastaliklar1 ve
topalligin  %]1.1 oraninda goriildigii bildirilmistir. Sivula, et al. (1996) ise
buzagilarda %17.9 oraninda enteritis olgularna ve %9.4 oraninda ise pndmoni
olgusuna rastlamislardir. Enteritisli buzagilarin %43.8’inin ve pndmonili buzagilarin
ise %29.7’sinin 6ldiigiinii rapor etmislerdir. Ayrica 6len buzagilarin %50’sinde de
pasif transfer yetmezliginin oldugunu tespit etmislerdir. Dutil, et al. (1999) ise
ishalden %29 ve pneumonilerden %18 oraninda buzagi 6liimlerinin oldugunu rapor

etmislerdir.
2.5. Neonatal Buzag ishalleri ve Onemi

Buzagilarda dogumu takiben sekillenen en yaygin problem ishaldir (Bartels, et
al., 2010; Foster and Smith, 2009; Mawly ve ark., 2015; Meganck ve ark., 2015). Bu
donem buzaginin fizyolojik durumu ve hayatta kalmasi agisindan kritik bir donemdir
(Diesch, et al., 2004). Ciftlik yonetimi uygulamalar, ishalin morbiditesini ve
mortaliteyi azaltmak i¢in gelismesine ragmen, neonatal donemde buzag
hastaliklarinin %9 oldugu ve ishal veya sindirim sistemi hastaliklarinin buzagi
Oliimlerinin yaklasik %62'sinden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Baumrucker, et
al., 2010).

Ishalin etiyolojisinde rol oynayan énemli enterik patojenler; E.coli, Salmonella
spp., C. perfringes,Bovinerotavirus, Bovinecoronavirus, Bovineviraldiarrheavirusu,
Bovinecalivirus,Bovinetorovirus, C. parvum,Coccidia spp. ve Giardia’dir
(Blanchard, 2012; Cho and Yoon, 2014; lIzzo, et al., 2011; Meganck, et al., 2015).

Ineklerin plasental yapisindan dolayr immunoglobulinlerin fétusa gegcisini

engelleyen sinsityum olugmaktadir (Gok¢e ve Erdogan, 2013; Weaver, et al., 2000).
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Bu nedenle, buzagilar dogduklarinda agammaglobulinemiktir ve pasif bagisiklikta
onemli rol oynayan kolostrumu yeterli miktarda almalari gerekmektedir. Aym
zamanda alman kolostrumun yiiksek oranda immunglobulin icermesi ve alinan
kolostrumun da emiliminin saglanmasi gerekmektedir (Weaver, et al., 2000;
Murphy, et al., 2014). Neonatlarin ilk 28 giinde koruyucu immunitenin saglanmasi ve
immun sistemleri aktiflesene kadar tek yol yeterli ve kaliteli kolostrum alinmasi ve
absorbsiyonudur (Gokce ve Erdogan, 2013).

Kolibacilosis etkeni E.coli etki mekanizmasina gore altt gruba ayrilir;
enterotoksijenik E.coli (ETEC), shiga-toksin iireten E.coli, enteropatojenik E.coli,
enteroinvazif E.coli, enteroagresif E.coli ve enterohemorajik E.coli’dir. Gruplar
igerisinde neonatal ishale en sik sebep olan K99 antijeni ve ST iireten ETEC’tir (Cho
and Yoon, 2014; Constable, 2004). Enfeksiyon, koliseptisemisi ve enterotoksijenik
kolibasillosisin neden oldugu enteritis veya enterotoksemi seklinde seyreder.
Neonatlar dogum sonrasinda ¢ok fazla E.coli’ye maruz kalabilirler. Yeteri kadar iyi
kaliteli kolostrum almamis olanlarda 24 saat icerisinde septisemi ve endotoksemik
sok goriilebilir ve 2-3 giinde 6liim meydana gelebilir (Radostits, et al., 2007; Sentiirk,
2012).

Yaygin olan enterotoksijenik kolibasillosisin neden oldugu enteritis formu,
E.coli’nin enterotoksini sebebiyle hipersekresyona bagli ishalin goriildiigii formdur.
Bu durumda ishalin sulu oldugu, bagirsak epitellerinde degisiklik olmadig1 i¢in kan
icermedigi bildirilmektedir (Foster and Smith, 2009). Enterotoksijenik formda erken
sagaltim uygulananlarda prognoz iyi olmasina ragmen, geciken vakalarda 3-5 giin
icerisinde 6liim sekillenir (Batmaz, 2016; Sentiirk, 2012).

2.6. Kolostrum

Dogum sonrast meme bezlerinden salgilanan ve siite gore bilesimi farklilik
gosteren ilk sekresyon kolostrum olarak tanimlanir (Cortese, 2009). Kolostrumda,
immunoglobulinler, sitokinler, besin maddeleri ve biiylime faktorleri bulunmaktadir
(Lilius and Marnila, 2001; Conneely, et al., 2013). Kolostrumdaki en onemli
komponent ise antimikrobiyeller ve biiylime faktorleridir (Pakkanen and Aalto,
1997). Diger énemli komponentler ise sitokin ve hormonlardir. Ayrica kolostrumda
neonat1 enfeksiyonlara karsi koruyan, annenin l6kositlerini de igeren besin kaynagi,
immunoglobulinler ve diger onemli bagisiklik faktorleri de bulunmaktadir (Johnson,

et al. 2007).
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Sigir kolostrumunda, spesifik immunoglobulinler total proteinin %70-80'ini
olusturmaktadir. Normal siitte ise bu immunglobulinler yaklasik olarak %1-2
oranindadir (Gokge ve Erdogan, 2013). Kolostrumdaki yiiksek diizeyde bulunan
immunoglobulinler yeni doganda pasif bagisikligin saglanmasinda énemli rol oynar
(Miyazaki, et al., 2017). immunoglobulinler viicuda giren yabanci antijenlere kars:
lenfositlercetiretilen ve viicudun immunolojik mekanizmasinda rol oynayan
proteinlerdir (Gokce ve Erdogan, 2013). Inek siitiiniin insanlarda da bagisiklikta rol
oynamasi i¢in arag¢ olabilecegi ve c¢esitli antijenler ile asilanmis ineklerden alinan
siitlin, bagirsak epiteline yerlesen mikroorganizmalara karst da rol oynadigi

bildirilmektedir (Korhonen and Marnila, 2000).
2.7. Kolostrumun Buzagilar i¢cin Onemi

Ruminantlar ve tek tirnaklilarda immunoglobulinlerin plasental yol ile fotusa
gecmesine imkan yoktur (Kozat, 2018; Gok¢e ve Erdogan, 2013). Buzagilarda
immiinoglobulinlerin (Ig) veya diger kolostral komponentlerin bagirsaktan
absorbsiyonu ile olmaktadir. Dogumdan sonra ilk 24 saatte 6n midelerin fonksiyonel
olmadig1 bilinmektedir. Sindirimde rol oynayan asit ve pepsinojen gibi enzimler
salgilanamaz. Bu nedenle gastrik sindirim ger¢ceklesmemektedir. Bu durumda da
kolostrumda immunoglobulinler sindirilmeden kana gegerler. Kolostrum igerisinde
yer alan antitripsin faktorii immunoglobulinlerin sindirilmemesini saglamaktadir.
Sonugta kolostrumdaki antikorlar degisiklige ugramaksizin pinositoz ile mukozadan
emilirler. Yeni dogmus buzagida pasif bagisiklik bu sekilde saglanmaktadir.
Neonatlarda gamaglobulin yogunlugu dogumu takiben 5. saatte yaklasik olarak
%50’ye kadar ¢gikmaktadir. Immunoglobulinlerin sindirilmeden neonata gegmesi ve
diizgiin sekilde emilmesi dogumdan sonra maksimum 24-48 saat igerisinde
sekillenir. Dogumdan sonra yavruya kolostrum verilmeden siit igirilirse emilim
mekanizmasi olusmaz (Kruse, 1983; Odde, 1988; Bilal, 2007; Reece, 2008).

Buzagilarda immunitenin saglanmasi dogumdan sonra sadece kaliteli
kolostrumun diizgiin sekilde emilmesi ile iliskilidir. Kolostrum kalitesi icerdigi IgG
miktariyla baglantilidir. Kolostrumdaki immunoglobulinlerin yaklasik %851 IgG,
%51 IgA, %7’st ise IgM’den olusmaktadir. Yeni dogan buzagiya verilecek
kolostrum miktar1 viicut agirhgmmn %10’u kadardir. Ideal verilme zamam ise;

verilmesi gereken miktarin yarisi dogumundan sonra ilk 3-4 saatte, diger yarisi ise,
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6-12 saattir. Ciinkii kolostrumun en iyi sekilde emildigi zaman ilk 8 saattir. Giiniin
kalan 12 saatinde de canli agirhgin en az %5’1 kadar almalar gerekmektedir
(Godden, 2008). 1k giin kolostrumdaki Ig’lerin sistemik koruma sagladig, gegis siitii
olarak tanimlanan 2. ve 3. giinlerdeki kolostrumun bagirsak immunitesini
giiclendirdigi one siiriilmektedir (Pithua and Aly, 2013; Yang, et al., 2015).

Kolostrumdaki immunoglobulinler inegin kani ile meme bezlerine taginmasi,
dogumdan 1-2 hafta 6ncesinde baslamaktadir ve doguma 1-3 giin kala maksimum
seviyeye ulasmaktadir (Weaver, et al., 2000).

Maternal immunoglobulinler dogumdan sonra 24 saatte neonatin
bagirsaklarindan emilir ve hastalik ajanlarindan korunmayi saglar. Bu durum pasif
transfer olarak isimlendirilir (Quigley, et al., 2002; Tyler, et al., 1999; Thornhill, et
al., 2015). Zamaninda ve yeterli miktarda kolostrum aliminin saglanmasi buzaginin
saglhigi ve verimi agisindan Oonemli bir yonetim faktoridiir (Godden, et al., 2009;
McGuirk and Collins, 2004; Ontsouka, et al., 2016).

Kolostral immunoglobulinlerin igerigi, irka ve beslenmeye bagl c¢ok farklilik
gostermektedir. IgG konsantrasyonun 50 g/L’den fazla olmasi kolostrumun iyi
kaliteli oldugunun bir gostergesidir. Buzaginin 100-200 gr IgG almasi i¢in, minimum
2-4 litre arasinda kolostrum almalidir (Bartens, et al., 2016; McGuirk and Collins,
2004). Bu nedenle kolostrumun en az 50 g/L IgG igermesi gerekmektedir.
Kolostrum igerisindeki ideal IgG miktar1 ise 60 g/L bildirilmistir. Ayn1 zamanda
kolostrumun kontamine olmasi da biliylk ©Onem tasimaktadir. Kontamine
kolostrumlar immunoglobulinlerin emilimini negatif yonde etkileyerek pasif transfer
yetmezligine yol agabilirler (Gelsinger, et al., 2015).

Kolostrumda bulunan immunoglobulinlerde %85-90 oraninda IgG bulunur ve
%7-10 IgM, %S5 IgA, ve eser oranda da IgD, IgE bulunmaktadir (Korhonen, et al.,
2000). IgG, IgG1 ve IgG2 olarak iki subizotipe ayrilirlar. IgG’nin primer subizotipi
%80- 90°n1 olusturan ve maternal serum IgG1 den kdken alan IgG1°dir (Besser and
Gay, 1985; Foley and Otterby, 1978; Larson, et al., 1980). Emilen IgG’ler dolasima
gecerek sistemik enfeksiyonu onlerler. Antikora bagli savunma mekanizmasinda rol
oynayan ve hastaliklara direngle iligkili immunoglobulin ¢esidi IgG olarak
bildirilmektedir ~ (Liebler-Tenorio, et al.,, 2002). IgG’nin fonksiyonu,
mikroorganizmalari etkisiz hale getirmek ve toksinleri nétralize etmektir (Godden,
2008; Weaver, et al., 2000). Bagirsak enterositlerde 1gG emilimi oldugundan dolay1

kolostrumla alinan antikorlarin kanda 32-48. saatlerdeen yiiksek seviyeye ulastigi
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belirtilmektedir. Absorbe olan immunoglobulinler ilk giinlerde enfeksiyonlara karsi
koruyucu diizeydeyken, yedi giinliin sonunda koruyucu seviyenin altina diiser ve
yaklasik ii¢ hafta sonraetkinliklerini kaybederler (Heinrichs and Elizondo-Salazar,
2009). Kolostrum Kkalitesi inegin yasi, laktasyon sayisi, dogumdan Once asi
uygulanma durumu, beslenme, kuru dénem siiresi, irk gibi hem gevresel hem de
birey faktorlere baglhidir (Morin, et al., 2001; Morin, et al., 2010). Daha 6ncesinde
laktasyon donemi gegiren sigirlarin IgG seviyelerinin dogumunu yapanlara kiyasla

daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Conneely, et al., 2013; Lorenz, et al., 2011).
2.8. Kolostrum Kalitesini Etkileyen Faktorler

Kolostrumdaki immiinglobulin orani; 1rk, kolostrumun hacmi, sagilan
kolostrum miktari, buzagilama donemi, sigirin gecirdigi hastaliklar, yas, gebelikteki
beslenme diizeyi, as1 uygulamalari, kuru dénem uzunlugu, kolostrumdaki yag orant,
laktasyon sayis1 gibi bir¢ok faktdre baglidir (Aydogdu, 2014)

Kolostrum kalitesibaslica; 1rk, annenin yasi, iireticilerin bilgi ve becerilerine
gore degisiklik gostermektedir. Ayrica ireticilerce yonetilebilen diger 6nemli
faktorler ise; dogum oOncesi donemdeki asi uygulamalari, kuru dénem uzunlugu,
kolostrumun alinma zaman ve verilme sekilleridir (Godden, 2008).

Laktasyondaki ineklerden alinan kolostrumlarin tiimiiniin kalitesi bir 6rnek
degildir. Bu nedenle ciftliklerde dogumdan sonra alinan kolostrumlarin kalitesinin
Ol¢iilmesi ve 1yi kaliteli kolostrumun buzagilara igirilmesi 6nerilmektedir. Dogumdan
sonra kolostrum kalitesinin tespit edilmesi hastaliklarin engellenmesi igin biiyiik
onem arz etmektedir (Kaygisiz ve Kose, 2007). Anneye, g¢evre sartlarmma ve
uygulama sekillerine bagl olarak kolostrum kalitesi etkilenebilmektedir. Ozellikle
sigirin 1rk, yas, dogumdan O6nce sekillenen kolostrum sizintisinin varligi, antibiyotik
kullanimi, kuru donem beslemesi, kolostrumun verilis siiresi ve miktar1 bu faktorler
arasinda yer almaktadir.

Yiiksek oranda antikor ve besin maddeleri ihtiva eden kolostrumdaki Ig
(kolostrumdaki total Ig’lerin yaklasik %85’ini IgG olusturmaktadir) seviyesi ile
buzagi sagligr arasinda yakin bir iligski bulunmaktadur. Bu nedenle kolostrum kalitesi
kolostrumdaki immunoglobulin (6zellikle IgG) konsantrasyonu ile direkt olarak
ilgilidir (Godden, 2008).

Iyi kaliteli kolostrum 50 g/L IgG miktarinda immunoglobulin icermelidir.

Kolostrum kalitesi sigirin yas ve ki gibi faktorlerin yani sira, tireticilerin yaptiklari
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bazi uygulamalara (dogum Oncesi asilama programi, kuru donem siiresi ve kolostrum
toplama zamani) bagl olarak degisebilmektedir (Godden, 2008; Gulliksen, et al.,
2008).

Kolostrum kalitesinin saha kosullarinda 6l¢timii pratik olarak kolostrometre ile
yapilabilir. Yeterli immunoglobulin i¢eren bir kolostrum oda sicakliginda dansitesi
>1,050 ideal olarak ise >1,060 olmasi Onerilmektedir. Bagka bir yontem ise Brix
refraktometre kullanilarak kolostrum kalitesinin  (%0-33) degerlendirilmesidir
(Buczinski and Vandeweerd, 2016; Quigley, et al., 2013). Brix degeri %22 nin
tizerindeki kolostrumlar, kaliteli olarak degerlendirilirken %27“nin {izerinde
olanlarin ise ¢ok iyi kalitede oldugu belirtilmektedir. (Bartens, et al., 2016; Batmaz,
2016; Buczinski and Vandeweerd, 2016). Buzagida goriilen fizyolojik sorunlar
nedeniyle kolostrum aliminda gecikme olmasi PTY oranmin artmasina neden
olabilir. Bu sebeple buzagmin yeterli hacimde kolostrum alamadigi durumlarda
mutlaka biberon ile kolostrum igirilmesi gerekmektedir. Entansif yetistiricilikte
buzaginin aldig1 kolostrum miktarinin kontroliiniin saglanmas1 ve hastaliklarin 6niine
gecilmesi biberon ile kolostrum igirme uygulamalar1 yaygin sekilde yapilmaktadir
(Kaske, et al., 2005). Buzagida emme refleksi olusmamis ise sondayla kolostrum
verilmelidir. Ayrica buzagi ayakta duramiyorsa sternoabdominal pozisyonda, bas 6ne
dogru egilerek (burun kulaklarin alt hizasinda) boyun esnek pozisyonda tutulmalidir.
Sondalama ile kolostrum veriliyorsa, icebildigi kadar kolostrum verilmesi
onerilmektedir (Conneely, et al., 2014). Kolostrumun dogumu takiben 3 giin siireyle
igirilmesi enterik floranin olusumu igin biiyiikk 6nem tasimaktadir (Chigerwe, et al.,

2008; Lorenz, et al., 2011).
2.9. Neonatal Buzagilarda immunoglobulinlerin Onemi

Immunoglobulinler kolostrumdaki en 6nemli antimikrobiyel faktrlerdir
(Godden, 2008).

Immunoglobulinler bes ayri gruba ayrilmistir. Bunlar; immunoglobulin G
(19gG), immunoglobulin M (IgM), immunoglobulin A (IgA), immunoglobulin D
(IgD) ve immunoglobulin E (IgE) olarak adlandirilmiglardir.

Kolostrumda Ig G (Ig G1, Ig G2), Ig A, Ig M olmak iizere ii¢ farkli sekilde
antikor yer almaktadir. Immunglobulinlerin yaklasik %85-90’n1 Ig G, %5’ini Ig A ve
%7’sini ise IgM olusturmaktadir. Immunoglobulin G’nin de %80-90’1m1 IgGl
olusturmaktadir (Godden, 2008). IgD ve |IgE az miktar yer alan
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immunoglobulinlerdir (Gékge ve Erdogan, 2013). Immunoglobulinler, inek siitiinde
ve kolostrumda bulunan immunolojik mekanizmanin énemli bir bilesenidir (Hurley
and Theil, 2011).

Emilen immunoglobulinler kan dolasimina hizli sekilde gecerek patojenlerin
enfeksiyon olusturmasini onlerler. Antikor bagimli immun sistem mekanizmasinda
temel rol oynayan ve enfeksiyonlara karsi direngle dogrudan iliskisi olan IgG’dir. Bu
immunoglobulinin temel fonksiyonu mikroorganizmalar etkisiz hale getirmek ve
toksin nétralizasyonunu saglamaktir (Gokge ve Erdogan, 2013).

Tek tirnakli ve gevis getiren hayvanlarin yeni dogan yavrulari plasenta tip
farkliligr nedeniyle hipo veya agammaglobulinemik olduklar1 i¢in IgG anneden
yavruya gegemez (Diker, 2005; Berlot, et al., 2007; Cakiroglu, vd., 2010; Sentiirk ve
Esen, 2012).

Neonatal buzagilarin ¢evresinde hastaliga neden olan her tiirlii organizmadan
korunmasi igin “pasif transfer” olarak adlandirilan maternal immunoglobulinlerin
anneden buzagiya aktarilmasi zorunludur (Weaver, et al., 2000). Pasif immuniteyi
etkileyen etkenlerin basinda buzagiyr ilk besleme zamanm1i ve maternal
immunglobulinin kaliteli olmas1 gelmektedir (Abel Francisco and Quigley, 1993).
Dogumu takip eden ilk 4 saatlik siire igerisinde immunoglobulinlerin emilimi en
yiiksek seviyeye ulasir ve zaman gegtikce bu emilim diisiise gecer (Matte, et al.,
1982). Yeni dogan buzagilarin dogumu takiben 16. saatten sonra aldiklar
kolostrumun %10'undan, 20 saatte %?23'tinden ve 24 saatte %S50'sinden
yararlanamadig1 gdzlenmistir. Immunoglobulin G (IgG), Immunoglobulin M (IgM)
ve Immunoglobulin A (IgA) alimi igin bagirsak gegirgenliginin dogumdan sonraki
26. saat olup, bu saatten sonra verilen kolostrum, gegirgenligin olmamasi sebebiyle
fayda saglamadig bildirilmistir (Stott and Fellah, 1983).

Neonatlarin  immun  sistemi dogumdan sonra 10. giinde kendi
immunglobulinlerini  iiretmeye baglar ve 2 ayhga geldiklerinde normal
immunoglobulin seviyesine ulasir (Rick, 2005).

Sigirlardaki plasental yapinin sindesmokorial sekilde olmast nedeniyle gebelik
doneminde fotusa immunoglobulin gecisi sekillenmez. Bundan dolayr buzagilar
agamaglobulinemik veya hipogamaglobulinemik olarak dogar (Arda, 1994).

Immiinoglobulin G, hayvanlarin savunma mekanizmasinda 6nemli bir role
sahiptir (Zhang, et al., 2016). Dolasimda yer alan immiinoglobulinlerin %70-75'ini
IgG olusturur. Antitoksin aktivitesine sahip tek antikor ve ikincil bir bagisiklik
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tepkisi sirasinda olusturulan ana Ig'dir (Eales, 2003). Bir dizi otoimmiin hastalikta ve
humoral eksikliklerde rol oynar (Hou, et al., 2015). Yetiskin ve yeni dogan
hayvanlarda immun uyarilmay1 takiben 7-28 giin arasinda sentezlendigi ifade
edilmektedir (Bliss and Wynn, 2017).

Klinik olarak hasta olmayan hayvanlarda %10 diizeyinde IgM bulunmaktadir.
Enfeksiyonlarin akut sathasinda IgM diizeyinde artis gerceklesir. Enfeksiyon
siirecinde artan IgM’lerin yarilanma siirelerinin kisa olmasi nedeniyle, serumdaki
diizeyi azalarak yerine uzun Omiirlii IgG’ler olusur. IgM’lerin serumda IgG’lerden
fazla oranda bulunmasi durumunda, aktif veya yeni atlatilmig bir enfeksiyonun
mevcut olacagl distinilmelidir (Schedel and Dreichhausen, 1995; Oesser, et al.,
1999; Norby-Teglund, et al., 2006; Berlot, et al., 2007; Kreymann, et al., 2007;
Sentiirk ve Esen, 2012).

Kolostrumdaki IgG’ler neonatlarda koruyucu rol oynarlar. Kan dolagimina
bagirsaklardan absorbe edilen IgG’ler sepsis veya diger enfeksiyonlara karsi
koruyucu rol oynarken, absorbe edilemeyen immunoglobulinler ise bagirsak
mukozasinda immiinolojik bir bariyer olustururlar (Logan and Pearson 1978,
Fecteau, et al., 2009).

PTY bir hastalik olarak tanimlanmamasina ragmen, yeni doganlarinimmun
sistemlerini zayiflatarak enfeksiyonlara karsi duyarli hale getirirler. Ayn1 zamanda
PTY nin goriildiigi hayvanlarda hayatinin ileriki donemlerinde biiyiime oranlarinda
azalma, verim azalmasi, yemden yararlanmada azalmasina bagl ekonomik kayip
olusturmaktadir. Normal sartlardayeni dogan buzagilarda, PTY’nin goriilme
sikligimin yaklasik %10-35 diizeyinde oldugu bildirilmektedir (McGee and Earley,
2019). Pasif bagisikligin etkili bir diizeyde saglanabilmesi ic¢in iyi kaliteli bir
kolostrumun buzag tarafindan viicut agirhiginin %6's1 kadarin1 dogumu takiben ilk 3-
4 saat icinde almas1 gerekmektedir. ilk 4 saat icerisinde alman kolostral Ig'lerin
%95'1 barsak mukozasinca emilerek dolasima dahil olurken, 24 saat sonra bu
degerler ¢ok gerilemektedir. Kolostrum alimindan yaklasik 3 saat sonra buzagi kan
serumunda Ig seviyelerinde artig baglamakta ve 24 saat i¢ginde maksimum seviyelere
ulagmaktadir (Elsohaby, et al., 2019). Saglikli ve ishalli buzagilardaki IgG miktarlar
arasinda onemli bir fark oldugu ve buzagilarin ishallerden korunmasinda pasif

transferin 6nemi ortaya konulmustur (Basoglu, vd., 1999).
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2.10. Neonatal Buzagilarda Kolostromun E. coli ile iliskisi

ETEC tim memelilerde ishale neden olur. Ciftlik hayvanlarinda sekillenen
ishal vakalarindan siklikla izole edilen bakteriyel etkenE. coliolarak bildirilmektedir.
ETEC, bagirsak lumeninde siv1 artisina neden olan toksin ve enterosit reseptorlerine
baglanmasini saglayan viriilens faktorlerini iiretebilmektedir. Adezinler igerisinde sik
goriilenler F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P), F17, F18 ve F41’dir. Etkenin bagirsak
epitelineadhezyonundan sorumlu F5 (K99) fimbrial antijen, buzag: ishallerden izole
edilen en yaygin antijenik yapidir (Picco, et al., 2015). Diger enteropatojenlerle,
dogumdan sonraki ilk giinlerden baslayarak 14. giine kadar goriilen ishale sebep
olmaktadir. ETEC hayvandan hayvana oral-fekal yolla bulasmaktadir. Barinak
ortaminda ve cevrede ETEC, 6 ay kadar canli kalabilir. Bu nedenleyeni dogan
hayvanlarda risk sekillenmektedir. insanlarda minimal enfektif doz 108-1010 iken,
bu deger hayvanlar i¢in daha diisiiktiir (Mohammed, et al., 2019).

Buzagilarin bagisiklik durumu, g¢evresel faktorler, ciftlik yonetimi (barinma,
beslenme ve hijyenik kosullar), bakteri (ETEC, Salmonella, Kampilobakter,
Clostridium, Enterokok), virus (bovine rotavirus group A (BRV-A), bovine
coronavirus (BCoV), bovine viral diarrhea virus (BVDV), bovine enterovirus (BEV),
bovine norovirus (BNoV), Nebovirus, bovine torovirus (BToV), coronavirus ve
rotavirus) ve protozoa (Cryptosporidium parvum) gibi farkli patojenlerin etkilesimi
sonucu hastalik multifaktoryel olarak sekillenebilmektedir (Cabalar, vd., 2001; Ok,
vd., 2009; Cho, et al., 2013).

Genel olarak, patojenik E. coli, diger ishal patojenleriyle karsilastirildiginda,
prevalansiin diisiik olmas1 ve daha kisa siire ile atilmas1 nedeniyle, daha az 6nemli
gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, enterotoksik ve septisemik Kolibasillozis
olusturanlar yenidogan buzagilarda morbidite ve mortaliteyi 6nemli derecede
etkileyebilmektedir. Sigir orijinli ETEC suslar1 zoonoz olmasa da, infekte hayvanlar
onemli rezervuardir. BOyle hayvanlarin digkilar1 dogumdan kisa bir siire sonra
yenidogan buzagilar icin ¢evresel kirlenme kaynagidir. ETEC'in neden oldugu ishal,
stitten kesim Oncesi ve siitten kesim donemindeki buzagilarin énemli bir hastaligi
olarak kabul edilmektedir (da Silva, et al., 2019).

K99 antijeninin 6zellikle ETEC suslarinin jejunum ve/veya ileum epitelyum
yiizeyindeki gilikoproteinlere tutunmada adherens antijeni olarak gorev yaptigi

ortaya konulmustur. ETEC'in bagirsak epiteline siki bir sekilde yapismasi, etkili
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toksin iiretilmesine olanak saglar. Barsak liimeninde su ve elektrolitlerin salgilanmasi
toksin aktivitesinden kaynaklanir. ishal, % 10'dan az kuru madde i¢eren yumusak
disk1 olarak tamimlanmaktadir. Asir1 sivi kaybma neden olur. Oliimciil ETEC
infeksiyonlari, 6zellikle ilk 24 saat igerisinde, ciddi dehidrasyon ve elektrolit
dengesizligi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Dezfoulie, et al., 2019).

2.11. Sigirlarda  Bulunan Immiinglobulinlerimmunglobulinler ~ antikor
fonksiyon 6zelligi olan proteinlerdir (Marnila and Korhonen, 2011). Fizyokimyasal,
antijenik ve biyolojik 0Ozellikleri degisen farkli smif ve alt smifi kapsayan
molekiilerden olusan immunglobulinler, sigirlarda IgG1, IgG2, IgM, IgA ve IgE
olmak iizere bes ¢esittir (Pekmezci, 2008).

2.11.1. immiinglobulin G (IgG)

IgG kanda en yiiksek konsantrasyonda (%70-80) bulunan immiinglobulin
tiirtidiir. Iki agir ve iki hafif zincirden olusan monomer bir yapidir. IgG’nin alt
siiflart bulunmaktadir ve kandaki IgG konsantrasyonu bu alt siniflarin toplamiyla
olugsmaktadir. IgG alt gruplarinin sayisinin hayvan tiirlerine gore farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Diker, 1998). IgG dalak, lenf diiglimleri ve kemik iliginde bulunan
plazma hiicreleri tarafindan iiretilip, salgilanmaktadir. Immiinglobulin G kiigiik
molekiil yapis1 nedeniyle diger immunglobulin tiirlerine goére damarlardan kolaylikla
gecmektedir. Bu sebepten 6tilirii immunglobulin G doku sivilarinda ve bazi mukozal
yizeylerde  bagisiklik  olaylarina  katilmaktadir.  IgG’nin  fonksiyonlari,
mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirmek ve toksinleri notralize etmektir. 1gG
spesifik antijenlerine iki antijen baglama ucu ile baglanir. Ayrica IgG nin
agliitinasyon, opsonizasyon ve mikroorganizmalarin sitotoksik hiicreler taratindan
parcalanip, komplement sistem ile lizise neden olma gibi Ozellikleri de
bulunmaktadir. Sadece IgG1 komplementi fikse edebilmektedir. Bakteriyel lizis ve
notralizasyonda I1gG2’ye gore IgGl daha fazla islev gormektedir (Beh, 1973).
Immunglobulin G mikrobiyel toksin ve antijenlere baglanmak suretiyle bu yapilari
notralize eder ve viicuttan atilmalarini saglar. IgG bu bahsedilen fonksiyonlari,
cogunlukla kan dolasiminda olmak iizere, bir kismin1 doku sivilarinda ve bazi
mukozal yiizeylerde (ruminantlarda) gergeklestirmektedir. Immun yanit esnasinda
IgG’ nin biitiin alt siniflar1 olusabilmektedir. IgG’nin yapimi sekonder immun cevap

esnasinda daha belirgin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Diker, 1998).
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2.11.2. immiinglobulin M (IgM)

IgM, IgG’den sonra kanda yogun olarak (%5-15) bulunan ikinci
immmunglobulin tiridir. IgM kan dolasiminda, IgM monomerin birlesmesiyle
sekillenmis pentamer yapida bulunmaktadir. Dalak, lenf diigiimleri ve kemik iliginde
bulunan plazma hiicreleri tarafindan iiretilip salgilanmaktadir. Molekiil biiyiikligi
nedeniyle damarlardan kolaylikla gecememektedir. Bu sebeple doku sivilarindaki ve
mukozal yiizeylerdeki bagisiklik reaksiyonlarinda nadiren belirlenmektedir. IgM kan
dolasiminda IgG’ye benzer gorev yapmaktadir (Pekmezci, 2008). IgM, molekiil
yapisinin biiyilik olmasindan 6tiirti, agliitasyon, opsonizasyon, komplement fikzasyon
ve notralizasyon olaylarinda az miktarda iiretilir. Ancak bu olaylarda IgG’ye gore
daha aktif bir rol listlenmektedir. Daha ¢ok gram negatif bakteriyel enfeksiyonlarda
aciga cikmaktadir. IgM’nin kolostrumdaki seviyesi serumdaki seviyesine gore
yaklagik iki kat fazladir. IgM primer immun yanit esnasinda ilk olusan
immiinglobulin tiiriidiir ve pik seviyesine bu agsamada ulagmaktadir. Sekonder immun

yanit esnasinda IgM yerini IgG alir (Pekmezci, 2008).
2.11.3. Immiinglobulin A (IgA)

IgA ¢ogu hayvan tiirlinde, solunum sisteminin viral hastaliklarindan
korunmada olduk¢a 6nemli yere sahiptir. Viicut sekresyonlarinda ¢ogunlukla baskin
olan immunglobulin tiiriidiir. Intestinal sistemde proteolitik enzimlere direngli yapisi
nedeniyle, konsantrasyonlarinda azalma goriilmeksizin bakteriyostatik bir etki
olusturmaktadir. IgA opsonizasyonda ve komplement fikzasyonda gorev yapmadigi
halde E. coli ve biitlin bakterilerin patojenitesinde 6nemli olan, epiteliyal alanlara
bakteriyel hiicrelerin baglanmasini engelleyerek fonksiyonlarini yerine getirmektedir

(Williams and Gibbons, 1972).
2.11.4. immiinglobulin E (IgE)

IgE kan dolasiminda diisiik konsantrasyonda bulunan immiinglobulin tiiriidiir.
IgE viicut yiizeyinde bulunan lenfoid dokulardaki plazma hiicreleri tarafindan
retilip, salinirlar.  Cok  diisiik  konsantrasyonda bulunan IgE, diger
immiinglobulinlerin yiiriittigii antimikrobiyal gorevleri yerine getiremez. IgE
parazitlere kars1 gelisen enfeksiyonlarda ortaya ¢ikan en Onemli immiinglobulin
smifidir (Pekmezci, 2008). IgE yeni dogan buzagilara kolostrum araciliiyla gecer.

IgE’nin rolii diger immiinglobulin tiirlerine gére tam olarak anlasilmasa da alerjik
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hastaliklarda 6n plana ¢ikmaktadir (Pekmezci, 2008).

19G,IgM, 1gA velgE’nin yarilanma Omiirleri yaklasik olaraksirasiyla 20 giin, 4
giin, 2 giin ve 1 giindiir. IgG ve IgM’nin sistemik infeksiyonlarda, IgA’nin ise viicut
yiizeylerindeki infeksiyonlarda lokal koruyucu etkisi bulunmaktadir. 1gG ve IgM
enterik infeksiyonlar1 tedavi etmesi miimkiin olmaz fakat onleyebilir (Muller and

Ellinger, 1981).
2.12. Pasif Kolostral Transfer YetmezIligi

Kolostral immunoglobulinler, annenin yasi, irki, beslenme ve saglik durumu,
asilanmalar, premature ve glic dogum gibi faktorlerden etkilenir. Diivelerin ilk
laktasyonda, daha sonraki laktasyonlara gore daha az immunoglobulin igeren
kolostrum {irettikleri belirlenmistir. Bu fark ayni zamanda gen¢ ve yash sigirlarin
serum immunoglobulinlerinde de gézlenmistir ve bu muhtemelen yas ile ilgili stirekli
antijenik stimiilasyona baghdir. Ayrica yash sigirlar yiiksek fonksiyonel sekretuvar
hiicreler ve daha etkili aktif immunoglobulin transport mekanizmalarinin birlikte
bulundugu daha genis bir meme bezi kapasitesine sahiptir (Aldridge et al., 1992).
Dogumdan sonraki 3 saat i¢inde buzaginin Ig absorbsiyon yetenegi %70’in altina, 12
saat i¢inde %50’nin altina ve 24 saat i¢inde de minimuma iner (Wattiaux and
Howard, 1997). Viicut kondlisyonunun kolostrum veya buzagi serum
immunoglobulin konsantrasyonlar1 ile iligkisi yoktur. Annenin protein ve enerji
bakimindan yetersiz beslenmesi durumunda buzagilarin diisiik Ig seviyelerine sahip
oldugu gozlenmistir (Hough, et al., 1990). Bakim faktorleri kolostrumun
kompozisyon ve kalitesini etkiler. Buzag1 beslenmesinde kolostrum bankas1 kurmak
icin kolostrum sagimi1 yaygin bir uygulamadir. Diisiik kaliteli kolostrumun etkisini en
aza indirmek ve siirlinlin antijenik kapasitesini yansitan antikorlar1 toplamak igin
farkl1 ineklerden elde edilen kolostrumlar birbiri ile karigtirilmaktadir. Taze
kolostruma gore kolostrum havuzlarinin daha diisik immunoglobulin
konsantrasyonlarina sahip oldugu belirtilmistir. Kolostrum nispeten labildir ve
buzdolabinda birka¢ giinden fazla muhafaza edilemez. Donduruldugunda ¢ok
stabildir ve -20°C’de bir yildan daha fazla kalitesini korur (LeBlanc, 1990). Ticari
olarak piyasaya sunulan kurutulmus kolostrumlar faydali olmaktadir, fakat bu
driinlerin etkinligi ve etki sekilleri iizerine daha fazla aragtirma gereklidir. Cogu
ticari Uiriinde immunoglobulinler yetersiz miktardadir ve bunlarin serum

immunoglobulin konsantrasyonlar1 iizerine etkisi maternal kolostrumunkine gore
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diisiiktiir (White, 1993).

Kolostrum kalitesi total kolostral immunoglobulinlerin dlgiilmesi ile
degerlendirilir. Eger anne gebeligin son ayinda antijenik olarak uygunsuz bir yere
gotiirilirse yeni dogan buzag pasif kolostral immunite elde etmedigi
mikroorganizmalarla karsilasir (Fleenor and Stott, 1980). Yeterli miktarda kolostrum
alinmasi, saglikli ve emilmeye istekli bir anneyi, gii¢lii, saglikli, koordine bir
buzagiy1 ve iyi bir anne-yavru iligkisini gerektirir. Bu faktorlerin eksikligi kolostrum
alimini kisitlayabilir ve yeni dogami hipogammaglobulinemiye predispoze kilar.
Maternal periparturient hastaliklar kolostrum alimini Onleyebilir. Anne tarafindan
yapilan stimiilasyon yavruyu daha erken ayakta durmaya ve emmeye cesaretlendirir
ve immunoglobulinlerin alimini ve emilimini hizlandirir. Annenin iggiidiisii ile
yavrunun serum immunoglobulin seviyesi arasinda pasif bir korelasyon vardir.Yaz
aylarina gore kisin buzagilarda pasif transfer yetmezligi insidansinin daha fazla
oldugu bildirilmistir (Gay, et al., 1983). Bu durum yonetim degisiklikleri ve
bilinmeyen kolostral faktorlerin bir sonucudur. Asirt sicak ve sogukta buzagilarda
serum immunoglobulin seviyesi ve intestinal absorbsiyon kapasiteleri azalir. Iki-iic
hafta erken dogan buzagilarda muhtemelen olgunlagsmamis epitel ylizeye bagh
malabsorbsiyonu  yansitan daha diisik immunoglobulin konsantrasyonlari
gozlenmistir (Stott, et al., 1976).

Veteriner asilarmin temel amaci, evcil hayvanlarin saghgini ve refahini
tyilestirmek, maliyeti diisiirerek canli hayvan iiretimini etkin bir sekilde artirmak ve
zoonoz hastaliklarin hem evcil hayvanlardan hem de yabani hayvanlardan insana
gecisini Onlemektir.

ETEC fimbria'larina yonelik c¢aligmalar, bu organellerin biyolojisini ve
patogenezdeki roliinlii detaylandirmig, bdylece yeni tani teknikleri, profilaktik ve
terapotik araclar gelistirilmistir. Fimbrialarin yiiksek oranda immiinojenik proteinler
oldugu, maternal immiinizasyon ile indiiklenen kolostral antikorlarin neonatal
yavrular1 enterositlere yapismay1 ve barsak kolonizasyonunu onleyerek korudugu
bilinmektedir. E. coli anti-adhezif fimbria asilari, veteriner as1 sektoriinde oldukga
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bu amagla F4 (K88), F5 (K99), F6 (987P), F41
gibi antijenik yapilar tercih edilmektedir (Crouch, et al., 2001; Dubreuil, et al., 2016).

ETEC salgmlarinin o6nlenmesinde fimbriyal antijenlerin yam sira farkh
toksijenik (ST, LT vs.) alt yapilar kullanilarak da asilar elde edilmektedir. Farkli

hayvan tiirleri i¢in sdz konusu antijenlerin purifikasyonu veya atteniiasyonu ile
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gelistirilmis ¢ok sayida ticari as1 bulunmaktadir. Gebe inek, koyun veya domuzun
Enterotoksijenik Escherichia coli'ye (ETEC) ve bagirsak viriislerine karsi asilanmasi
(Saif, et al., 1984) yenidoganlarin immunizasyonunda koruma sagladigi ifade
edilmistir (Hurley and Theil, 2011). Ulkemizde, o6zellikle buzagilarm E. coli
infeksiyonlarindan korunmasi amaciyla iiretilen asilar bakterinin K99+F41+STa
viriilens profiline uygun olarak hazirlanmaktadir.

Genel olarak, bu agilar, domuz yavrularinda ve yeni dogan buzagilarda
ishalinin 6nlenmesinde basarili olmustur. Yeni doganlarda ETEC ishalini 6nlemek
i¢cin gebeligin son aylarinda gebe hayvanlarin bir ya da iki kez agilanmasi yavrularda
bagisiklik olusturmak amaciyla kullanilmaktadir. Buzagilarda pasif bagisikligin
istenilen diizeyde olusturulmasi, yiiksek kaliteli kolostrumun yeterince alinmasina
baghdir. Sigir kolostrumunda en yaygin bulunan immunoglobulin IgG’dir. IgG
konsantrasyonu, kolostrum kalitesini belirlemek ve pasif bagisiklik transferinin
basarisini veya basarisizligini degerlendirmek i¢in kolostrumda ve dogumdan 24-48
saat sonra buzagilarin kaninda rutin olarak Olclilmektedir. Buzagilarin yeterli
miktarda IgG almasini saglamak icin, hayvanlar dogumdan sonra en kisa siirede en
az 50 g/L IgG igeren, en az 4 L kolostrum ile beslenmelidir.

Sigirlarin  gebeliklerinin son 1/3’lik donemlerinde patojen etkenlere karsi
asilanmasinin kolostrum ve buzagi kan serumlarinda 6nemli seviyelerde IgG artisina
yol agtig1 tespit edilmistir (Glingdr ve Bastan, 2004). Diger yandan, gebeligin erken
donemlerinde ve canli agilarn kullanildigi uygulamalarda zaman zaman abortus gibi
olumsuzluklarla karsilagilmaktadir (Waltner-Toews, et al., 1985). Bu nedenle inaktif
asilarla yapilan immunizasyonlar daha dogru bir yaklasimdir. Inaktif E. coli asilari
kas igi (IM) veya deri alt1 (SC) yolla uygulanmaktadir. Canli veya inaktif K99
agilarin oral yolla uygulamasinda basari saglanamamistir (Moon and McDonald,
1983). Ancak monoklonal K99 antikorlarla yapilan oral denemede yenidogan
buzagilarda ishal olusumu kismen engellenmistir (Sherman, et al., 1983). Benzer
sekilde, ETEC 431 susunun K99 pilusunun 1s1 ile ekstrakte edilen antijenle asilanan
tavuklardan elde edilen yumurta sarisi tozunun oral yolla buzagilara verilmesi
sonucunda yiiksek seviyelerde antikor titresi saptanmis, B44 susu kullanilarak
olusturulan deneysel infeksiyonda ishal olusumunda azalma, hayatta kalma ve
yemden yararlanma oraninda artis tespit edilmistir (Ikemori, et al., 1992). Diger
yandan inaktif bakteri ile intrauterin asilama calismalarinda olumlu sonuglar

alinmugtir. Intrauterin asilamanin, dogru pozisyonda uygulandiginda abort veya zayif
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buzagi dogumu riskini ortadan kaldiran, parenteral uygulamalara alternatif
olabilecegi ifade edilmektedir (Olson and Waxier, 1976).

Kolostrumdaki immunoglobulin miktarinin yeterli olmasi i¢in dogumdan en az
bir ay once (gebeligin 7. ve 8. ay1) asilamanin uygulanmis olmasi gerekmektedir.
Gebe diivelere ve ilk kez uygulanan gebe ineklere asi 3-4 hafta ara ile 2 kez
tekrarlanmasi Onerilmektedir (Batmaz, 2015; Calloway, et al., 2008; Dudek, et al.,
2014; Jayappa, et al., 2008; Snodgrass, 1986).

Asilama yapilmayan isletmelerde hastalikla ilgili yayilim goriildiigiinde,
dogumu takiben ilk 12 saat igeresinde buzagilara K99’a spesifik monoklonal
antikorun oral yoldan uygulanmasi o6ldiiriici ETEC insidansini azaltmada etkili
olmaktadir. Gebe ineklerin kuru donemde iki kez 4’er hafta araliklarla asilama
yapilmasi, E. coli K99’a karsi kolostral antikor titresinde artisa sebep olabilir
(Boersema, et al., 2010).

Dogumdan yaklasik olarak bir ay dnce as1 uygulanan ineklerde kolostrum ile
buzagiya gecen Ig miktarinin arttigi ve buzagmin neonatal donemde goriilen
hastaliklara kars1 daha direngli hale gelmesini sagladigi belirtilmektedir (Rabinovitz,
etal., 2012; Younis, et al., 2009).

Asilanan ineklerin kolostrum IgG diizeyi ile yeterli kolostrum alan buzagilarin
serum antikor titreleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir (Kohara, et
al., 1997; Crouch, et al., 2001; Giingér ve Bastan, 2004). Ote yandan her zaman
kolostrumdaki antikor seviyesindeki artig, kan serumundaki antikor titresinde artisa
neden olmayabilir. Benzer sekilde asilanmayan annelerin kolostrumlarinda
diisiik/orta seviyelerde saptanan antikor seviyesi olmasina ragmen, yavrularin kan
serumlarinda koruyucu diizeyde antikor belirlenebilmektedir. Bu durum, intrauterin
olarak yavrularin bazi infeksiyoz etkenlerle karsilasmis olabilecegine isaret
etmektedir (Ellis, et al., 1996).

Yapilan arastirmalarin tamaminda pozitif sonu¢ elde edilmemesine ragmen,
gebe inek ve diivelerin dogum Oncesi 6. ve 3. haftalarda asilanmasinin 6zellikle
yaygin goriilen Salmonella typhimurium, Escherechia coli (E.coli), Pasteurella
haemolytica, Rotavirus ve Coranavirus gibi etkenlere karst kolostrumdaki koruyucu
antikor konsantrasyonunda artisa neden oldugu ifade edilmektedir (Waltner-Toews,
et al., 1985; Hodgins and Shewen, 1996). Yiiceer (2008), gebeligin son doneminde
yapilan asilarin kolostrum kalitesini arttirdigini belirtmektedir. Gilingér ve Bastan

(2004) yaptiklar1 kontrollii ¢aligmada, gebe inekleri E. coli, Rota ve Coronavirusa
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kars1 agilamislar ve as1 uygulamasi yapilan grupta kolostrum IgG seviyesinin kontrol
grubuna gore onemli diizeyde (p<0,001) yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Aydogdu,
2014).

Buzagilarda pasif transfer diizeylerinin tespitinde serum biyokimyasal
parametrelerinin (GGT, TP, GCT gibi) ol¢limii, refraktometre, ¢inko ve sodyum
stilfat tiirbidite testi, lateral-flow immunoassay, serum elektroforez, split trehalaz 1gG
kuantifikasyon (STIGA) gibi indirekt, infrared spektroskopi, otomatik tiirbidimetrik
immunoassay, single radial immun diflizyon (SRID) ve ELISA gibi direkt dlgiim
teknikleri kullanilmaktadir (Giingdr ve Ozyurtlu, 2005; Lee, et al., 2008; Pekcan, vd.,
2013; Drikic, et al., 2018; Topal, vd., 2018; Elsohaby, et al., 2019).

Asilanan sigirlara ait dogum sonrasi kolostrum &rneklerinde ve kolostrumla
beslenen buzagilardaki kan serum/plazma drneklerinde IgG seviyelerinin saptanmasi
amaciyla SRID ve ELISA siklikla kullanilmaktadir (Gelsinger, et al., 2015).

Son yillarda buzagilarda serum Ig seviyesinin belirlenmesinde en az RID kadar
giivenli olan ELISA ydntemi kullanilmaktadir (Weaver, et al., 2000). Orneklerdeki
immunoglobulinlerin tam olarak belirlenebilmesi yontemin en Onemli avantaj
olmasina ragmen, uygulanabilmesi i¢in laboratuar donanimina gerek duyulmasi,
ekonomik olmamasi ve saha sartlarinda uygulama alaninin bulunmamasi gibi
dezavantajlar1 vardir (Giingér ve Ozyurtlu, 2005).

ELISA ve RID testlerinin karsilastirildig bir calismada ELISA testininde IgG
miktarini kantitatif olarak belirleyebildigi gosterilmistir (Hogan, et al., 2015).

Buzagilarda PTY’nin belirlenmesinde degisik metotlar kullanilmaktadir.
Bunlar; direkt serum-plazma Ig konsantrasyonunu belirleyen  Radyal
Immunodifiizyon (RID) ve Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) testleri
ile indirekt olarak 1g konsantrasyonunun tahmin edilmesinde kullanilan Sodyum
Sulfit Turbidite Test, Cinko Siilfat Turbidite Test, Glutaraldehid Koagulasyon Testi,
Serum Total Protein konsantrasyonu, Serum Gamma-Glutamyltransferase (GGT)
aktivitesinin belirlenmesidir (House, et al., 2008). Giiniimiizde serum IgG
konsantrasyonunu en dogru 6lgen metodlar RID ve ELISA yontemleri olup yaygin

olarak kullanilmaktadir (Yalg¢in, vd., 2010).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Calisma Plam

Tezde Sivas/Susehri’ndeki yar1 entansif yetisticiligin yapildig: bir isletmeden,
Klinik agidan saglikli, 3 yas ve tizerinde olan 21 adet Simental irk1 gebe sigir ve bu
ineklerden dogan 21 buzag (1 giinlik) olmak iizere toplam 42 adet hayvan
kullanildi. Tez calismasinda, ticari olarak piyasada kullanilan inaktif E. coli asist
(VBR K99 E. coli bakterin, Ata Fen) gebe sigirlara uygulandi.

7’ser inek ve 7’ser buzagidan olusan 3 farkli grup olusturuldu. Birinci gruptaki
inekleredoguma 60 giin kala ilk doz as1, son 30 giin kala ise ikinci doz as1 uygulandi.
Ikinci gruptaki ineklere ise doguma 30 giin kala tek doz as1 yapildi. Asilamalar ticari
firmanin belirttigi sekilde [2 ml deri alti (SC)] yapildi. Kontrol grubundaki
hayvanlara ise asilama uygulamasi yapilmadi.

Tim gruplardaki ineklerden dogumu takiben 2 ml kolostrum alindi. Ayni
zamandatiim gruplardaki buzagilarin yeterli miktarda (2.5 litre) kolostrum igirilmesi
saglandi. Kolostrum ig¢irilen buzagilardan 24 saat sonrasinda 5 ml kan 6rnegi alindi.

Kan serumlari ve kolostrumlar -20°C'de saklandi.

Sekil 3.1. As1 yapilan sigirlardan kan 6rneklerinin alinmasi

27



Sekil 3.2. Uygulama yapilan igletmedeki sigirlar

3.2. Ticari ELISA

Kolostrum ve kan 6rneklerinde IgG diizeylerinin belirlenmesi i¢in ticari sigir
IgG ELISA kiti (Bovine Ig ELISA Kit, EBO001, FineTest, Wuhan Fine Biotech Co.,
Ltd., Cin) kullanildi (Dunn, et al., 2018) (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Ticari ELISA test kiti ve igerigi

Test, liretici firmanin belirttigi sekilde gergeklestirildi. Kit igerisinde bulunan
tiim reaktifler oda 1sisina getirildi ve belirtilen oranlarda sulandirildi. Standartlar 135

ug/ml — 7.5 pg/ml olarak sulandirildi ve standartlara ait egri Sekil 3.4.”de verildi.
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Sekil 3.4. ELISA standart egri

Pleytin ilk 6 kuyucuguna 50ul standart sulandirmalar yerlestirildi ve 7.
kuyucuk blank olarak birakildi. 8. kuyucuktan itibaren her kuyucuga 40 pl 6rnek
diliisyon soliisyonuilave edildi. Orneklerden 10’ar pl alinarak test kuyucuklarma
eklendi ve Ornek diliisyon soliisyonu ile karistirildi. Pleyt 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, pleyt yikama soliisyonuyla 5 defa yikandi.
Blank olarak birakilan kuyu haricinde tiim kuyulara 50 ul HRP-Konjugatiilave edildi
ve 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.Inkiibasyondan sonra pleyt, tekrar ayni
sekilde yikandi. Pleytteki tiim kuyulara 50 ul Kromojen A soliisyonu ve {izerine 50
ul Kromojen B soliisyonu eklenerek 37°C’del5 dakika 1sik almayacak sekilde
inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyulara 50ul stop soliisyonu eklenerek rengin
maviden sartya donmesi saglandi. Okuma islemi 450 nm’de gergeklestirildi.

ELISA sonrasinda elde edilen OD degerleri, standartlardaki Ig miktarlar1 (135
ug/ml — 7.5 pg/ml) ile kiyaslanarak orneklerde bulunanlgG miktarlart (pg/ml)
hesaplanda.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler varyans analizi (Tek YOnlii Varyans Analizi) ve ortalamalar
arasindaki farklilik (Duncan testi) SPSS 20.0 paket programi kullanilarak yapildi
(IBM Corp., 2011). Gruplarmn 6nemlilikleri p<0.05 olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Sonuclar

Tez calismasinda,kontrol grubu, tek doz ve iki doz as1 uygulanan hayvanlardan

olusan 21 adet buzagi serumu ve 21 adet kolostrum Ornegine ait ELISA sonuglari

Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.”de verildi.

Sekil 4.1. ELISA sonuglar1 (ST: Standart, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, +: pozitif sonug, -:

negatif sonug)

40 Serum IgG (ug/ml)
35

30
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Sekil 4.2. Gruplardaki buzagi serumu IgG miktarlarinin ELISA sonuglari
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Kolostrum IgG (nug/ml)
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Sekil 4.3. Grupdaki kolostrum IgG miktarlarimin ELISA sonuglar
Tablo 4.1. Buzag: serumlarina ait IgG degerleri ve ELISA sonuglar1
N Kontrol Tek Doz As1 iki Doz As1
1 6,2083 7,0833 32,85
2 5,6667 45417 354
3 6,735 4,6667 24,265
4 54167 10,666 21,565
5 5,755 7,556 26,325
6 5,235 8,253 22,353
7 6,3333 6,7917 23,253
Ortalama 5,907° 7,080P 26,573¢
Standart Hata 2.232
P 0.000

a,b: Ig degerleri agisindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.001)
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Tablo 4.2. Kolostrum 6rneklerindeki IgG miktarlar1 ve ELISA sonuglari

N Kontrol Tek Doz Asi iki Doz As1

1 52,5 53,7 68,842
2 46,65 42,9 74,842
3 56,1 46,05 75,365
4 46,45 78,947 82,325
S 45,25 66,253 80,256
6 43,25 63,235 78,654
7 45,45 56,25 66,325
Ortalama 47.950° 58.191° 75.230°

Standart Hata 3.055

P 0.000

a,b: Ig degerleri agisindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.001)

Serumda bulunan IgG seviyesi 8 pg/ml’den az olan buzagilar PTY olarak
degerlendirildi.

Buzagi serumlarina ait veriler karsilastirildiginda, tek doz ve iki doz ast
uygulanan buzagilarin kan serumunda, kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lglide artis
oldugu tespit edildi  (p<0.001). Aym sekilde kolostrum  Ornekleri
degerlendirildiginde, kontrol grubu ile tek doz ve iki doz asilanan hayvanlardaki
sonuglar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli (p<0.001) oldugu belirlendi.
Ayni zamanda iki doz asilama yapilan 7 buzagimn higbirinde PTY belirlenmedi,
fakat tek doz asilama yapilan 7 adet buzaginin 5’inde (%71.4) ve kontrol grubundaki

buzagilarin tamaminda (%100) pasif transfer yetersizligi oldugu belirlendi.
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5. TARTISMA

Buzagilarda goriilen ETEC kokenli ishal ve buna bagl olarak seckillenen
olimler genellikle dogumdan sonra ilk birka¢ giin igerisinde gelismektedir.
Hastaligin gelistigi donemde uygulanan antibiyotikler etkili olmayabilir. Cilinki
antibiyotiklerin etkili olabilmesi icin en az 3-4 giin gerekmektedir. Bu nedenle
buzagi i¢in bu donemde maternal antikorlar biiyiikk 6neme sahiptir. Kolostrumdaki
antikorlar ile (pasif transfer) buzagilarda bagisiklik olusturmanin 6nemli oldugu
bildirilmektedir. Ayn1 zamanda diisiik IgG seviyesine sahip buzagilarda mortalite
oranlarmin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Al-Alo, et al., 2018). E. coli’nin farkli
antijenik yapilar1 kullanilarak yapilmis olan ¢alismalarda; sigirlarin dogumdan 6nce
asilanmasi ile buzagilarda sekillenen ishallere bagli mortalite oranlarinda ciddi
disiisler olmustur.

Formalinle inaktive edilmis 6 farkli ETEC susunun bakterinleri ile hazirlanan
asinin gebe sigirlara sc olarak 2 doz seklinde uygulanmasi sonucu olusan maternal
antikorlarin buzagilarda koruyuculuk diizeylerinin arastirildigi bir calismada (Myers,
1976) asilanmis hayvanlara ait kolostrum 6rneklerinde kontrol grubuna gére antikor
seviyelerinde Onemli seviyelerde artis belirlenmis, asilanmis gruptaki buzagilarda
ishal ve 6liim oranlarinda ciddi azalmalar saptanmistir.

Contrepois, et al. (1978), dogumdan 45 ve 15 giin 6nce SC olarak 100mg-
300mg (yas agirlik) inkomple Freund adjuvanti igeren E. coli K99 asis1 ile
asiladiklart  sigirlara  ait  kolostrumun  buzagilarda olusturulan  deneysel
koliseptisemisine karsi koruyuculuk seviyesini arastirmislardir. Calismada, asilanan
6 sigira ait buzagilar ve agilanmamis 4 sigirdan dogan buzagilar (kontrol) yeterince
(2 litre x 5 kez) kolostrum aldiktan sonra E. coli B41 (0101:K99:H-) susu ile
deneysel infekte edilmistir. Asilanmamis guruptaki tiim buzagilarda ishal ve ikisinde
Olim gorildigl, asilanmis gruptakilerden ise sadece birinde orta derecede ishal
sekillendigi rapor edilmistir. Kontrol ve asilanmis guruptaki tiim buzagilarda 24 saat
siiresince etkenin atilminin  oldugu  bildirilmistir.  Arastiricilar, asilanan
hayvanlardaki  korunmanin etkenin epitelyum hiicrelerine adhezyonunun
engellenmesi ile gerceklestigi sonucuna varmislardir.

Purifiye E. coli K99 pilus antijeni, formalinle inaktive edilmis E. coli B44
(09:K30;K99:H-) susunun tiim hiicre bakterini (homolog bakterin) ve 6 farkli sigir
ETEC susuna (08:K25, 08:K85, 09:K35, 020:K?, 0101: K28, ve 0101:K30) ait tiim
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hiicre bakterin (¢coklu sus bakterin) igeren as1 materyallerinin gebe sigirlara SC olarak
verilmesi seklinde gergeklestirilen bir agilama ¢aligmasinda (Acres, et al., 1979) K99,
K30 ve O9 antijenlerine karst sekillenen kolostral antikorlar ve koruyuculuk
diizeyleri incelenmistir. Dogum sonrasi 12-14 saat igerisinde buzagilar ETEC B44
susu ile oral olarak (10 hiicre) deneysel infekte edilmistir. Asilanmayan kontrol
grubundaki 10 buzaginin 9’unda (%90) ishal sekillendigi ve 24-72 saat igerisinde
oldiikleri bildirilmistir. Benzer sekilde, ¢oklu sus bakterin grubundaki 6 buzaginin
tamaminda (%100) ishal olustugu ve 4’iiniin (%66,7) 61diigii rapor edilmistir. Diger
yandan purifiye K99 ve homolog bakterin ile asilanmis sigirlara ait 9 buzagimin
2’sinde (%22.2) ishal sekillendigi, purifiye K99 grubundaki buzagilarda oliim
goriilmedigi, homolog bakteri grubundaki buzagilardan ise sadece 1’inde (%]11.1)
oliim  goriildiigii saptanmgtir.  Oliimciil ishal olusumunun engellenmesinde
olusturulan kolostral antikorlarla K99 arasinda yiiksek seviyelerde korelasyon
belirlendigi, K30 ve O9 antikorlar1 arasinda ise korelasyon saptanamadigi ifade
edilmistir. Arastirma sonucunda, purifiye K99 pilus antijeni veya K99 iceren
homolog antijenle sigirlarin asilanmasinin buzagilar1 enterotoksijenik kolibasillozise
kars1 koruyucu oldugu kanaatine varilmistir.

Benzer bir arastirmada (Nagy, 1980), E. coli K99 purifiye antijeni ile agilanan
gebe sigirlardan elde edilen kolostrum orneklerinde ve bu kolostrumlarla beslenen
buzagilarin kan serumlarinda, agilanmayan kontrol grubundaki drneklere gore yiiksek
seviyelerde anti-K99 antikorlar1 belirlenmistir. Calismada, olusturulan antikorlarin E.
coli B41 (0101:K99+,ST+) ile deneysel infeksiyon sonrasi kontrol grubundakilere
gore buzag oliimlerini azalttigi, ancak ishalleri 6nleyemedigi tespit edilmistir.

Neonatal buzagilarda ETEC ve rotaviriislerden ileri gelen septisemileri
onlemek amaciyla gergeklestirilen bir arastirmada (Snodgrass, et al., 1982) inaktif E.
coli K99 ve rotaviriis antijenlerini igeren asi ile 24 gebe sigir agilanmigtir. Dogumdan
6-18 saat sonra, buzagilar ETEC ile oral yolla infekte edilmistir. Asilanan
hayvanlardan dogum sonrast kolostrum ve buzagilardan almman kan serumu
orneklerinde ELISA ile kontrol grubu hayvanlara gére onemli diizeylerde antikor
artis1 saptanmis ve antikor diizeyleri 28. giine kadar etkili diizeylerde kalmistir.
Deneysel infeksiyon ile kontrol grubundaki buzagilarin ¢ogunda klinik belirtiler
(ishal) belirlendigi, asilama grubundaki buzagilarda klinik kolibasillozis
sekillenmedigi ve digski ile etkenin sacgiliminda Onemli derecelerde azalma

kaydedildigi rapor edilmistir. Calisma sonucunda, kullanilan kombine aginin,
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buzagilardaki septisemilerin 6nlenmesinde kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

Danimarka’da ETEC infeksiyonlarinin siddetli olarak seyrettigi ve yogun
buzagi oOliimlerinin gorilldigl isletmelerde, K99 bakterinleri ile gebe sigirlarda
gerceklestirilen bir as1 denemesinde (Krogh, 1983), asilanan 109 sigira ait
buzagilarin 16’sinda (%14,7) ve kontrol grubundaki asilanmayan 114 sigirdan dogan
buzagilarin 25’inde (%21.92) ishal goriilmiistir. Calismada, asilamanin ishal
vakalarin1 kismen azalttig1 sonucuna ulasilmistir.

Eichhorn, et al. (1983), dogal olarak neonatal ishallerin goriildiigii isletmelerde
rotaviriis ve ETEC K99 iceren kombine as1 ile yaptiklar1 as1 ¢alismasinda, asilanan
sigirlardan dogan buzagilarda ishal ve Oliim oranlarinda Onemli diisiisler
kaydettiklerini bildirmislerdir.

Benzer bir arastirmada (Snodgrass, 1983) rotaviris ve ETEC K99
kombinasyonuyla olusturulan as1 ile asilanan sigirlara ait buzagilarda deneysel ETEC
infeksiyonlarina karsi tam bir koruma saglandigi rapor edilmistir.

E. coli K99 antijeni igeren ticari bir as1 (Vicogen) kullanilarak gerceklestirilen
arastirmada (Loucks, et al., 1985), dogumlarinin 6 ve 3 hafta dncesinde tek ve iki kez
asilanan gebe sigirlarin kolostrumlarinda ve kolostrum igirilen buzagilardan 24 saat
sonra alinmis olan kan serumlari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, aglutinasyon
teknigi ile yapilan Ol¢limlerde, anti-K99 antikoru seviyelerinde 6nemli oranda artis
belirlenmistir.

Diger yandan, inaktif E. coli (K99), modifiye canli rotaviriis ve coronaviriis
kombinasyanu ticari bir as1 (Scourguard 3) ile gebe sigirlarda gerceklestirilen bir
calismada (Waltner-Toews, et al., 1985) antikor titresinde artis olmasima ragmen,
buzag ishali kaynakli 6liimlerinin dnlenmesinde koruyuculuk olmadig: bildirilmistir.

Rotavirus ve ETEC K99 susu ile kombine edilen yag adjuvantli bir as1 ile
yapilan as1 calismasinda (Snodgrass, 1986), 461 gebe sigir IM olarak tek doz
astlanmistir. Asilanan sigirlara ait buzagilarda rotaviriis infeksiyonuna kars1 kismi
bagisiklik olustugu, diger yandan c¢alisilan populasyonda dogal ETEC
infeksiyonlarinin goriilmedigi rapor edilmistir. Asinin dogal ETEC infeksiyonlaria
kars1 bagisiklik olusturdugu sonucuna varilmistir.

Rotaviriis, coronaviriis, parvoviriis ve E. coli K99 igeren ticari kombine bir as1
(Lactovac) ile gerceklestirilen bir aragtirmada (Wieda, et al., 1987) 10 gebe sigir
dogumlarina 6-8 hafta kala ilk ve 4-5 hafta kala ikinci kez olmak tizere (2x5ml) SC

olarak asilanmig, asilanmamig 10 gebe sigir ise kontrol grubu olarak birakilmistir.
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Dogum sonrast 1, 4, 7, 10 ve 14 giin sonra siit érnekleri toplanmistir. Sonuglar E.
coliigin yorumlandiginda, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, ELISA ile dlgiilen
anti K99 antikor titresinde 1. giinde 26.6 kat artis belirlenmis ve bu deger giinden
giine azalarak 14. giinde 3 katina gerilemistir. Calisma sonucunda asilama ile
olusturulan anti K99 kolostral antikorlarin koruyucu seviyelerde oldugu kanaatine
varilmistir.

Rotaviriis, coronaviriis ve ETEC K99 antijeni ile kombine edilen yag
adjuvantli inaktif polivalan bir as1 ile yapilan as1 ¢alismasinda (Stépanek, et al.,
1987), 38 gebe sigir SC yolla 2 ml tek dozda asilanmistir. Calismada, K99 antijenine
kars1 koruyucu seviyelerde antikor belirlendigi rapor edilmistir.

Valente, et al. (1988), 6-8 yaslarindaki 45 sigir1 dogum zamanindan 6 ve 4
hafta 6nce SC yolla ETEC B41 (O101:K-:H-, K99, F41) susundan hazirladiklar
kismi purifiye K99 antijeni igeren as1 ile asilamislardir. Calismada benzer
ozelliklerde 4 sigir kontrol grubu olarak asilanmamstir. Iki gruptaki sigirlardan
dogan tiim buzagilar dogumu takiben kolostrum alimindan 5-10 saat sonra 4x10%°
kob/ml infektif dozda E. coli B44 (09:K30:H, K99, F41) susu ile oral yolla infekte
edilmistir. Buzagilardan deneysel infeksiyon Oncesi ve sonrasinda rektal svap
ornekleri alinarak etkenin digki ile sac¢ilim durumu incelenmistir. Tiim sigirlardan
asilama sirasinda, asilama sonrasi 15 ve 25. giinde, dogumu takiben 24 saat i¢inde ve
7 giin sonrasinda, buzagilardan ise yeterince kolostrum alimindan 12-24 saat sonra
ve dogum sonrast 7. giinde kan serum ornekleri toplanmigtir. Sigirlardan ilk sagimla
birlikte ve 7 giin sonunda kolostrum/siit 6rnekleri alinmistir. Arastirmada, infekte
edilen agilanmis sigirlardan dogan 45 buzaginin 3’ilinde (%6.7) ishal ve Olim
gozlenmistir. Diger yandan, kontrol grubundaki asilanmamais sigirlara ait buzagilarin
tamamu (4/4) siddetli ishal sonras1 6lmiistiir. Asilanmis hayvanlara ait kan serumu ve
kolostrum  &rneklerindeki  anti-K99 antikor titresi, kontrol grubundakilerle
karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Benzer sekilde asilanmig
hayvanlarin buzagilarindan alinan rektal svap orneklerinde, kontrol grubuna gore
etkenin saciliminin 6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistir.

Benzer bir arastirmada (Collins, et al., 1988), iki ¢alisma grubuna ayrilan
sigirlar inaktif E. coli bakterini ile asilanmustir. ik calisma grubundaki 24 sigir
buzagilama periyotlarin son 6-20 haftasinda iki ve tek doz seklinde asilanmis, ayni
ozelliklerde 23 sigir ise kontrol grubu olarak asilanmamistir. Dogum sonrasi tiim

gruptaki buzagilar 1.2x10*? dozunda canli ETEC ile enfekte edilmistir. Tek doz
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asilanan sigirlara ait buzagilarda o6lim goriilmezken (%0 o6lim, 0/20), iki doz
asilananlarda 1 6liim (%6, 1/18) kontrol grubundakilerde ise 7 dliim (%37, 7/19)
kayit edilmistir. ikinci ¢alisma grubundaki sigirlar ilk asilamadan buzagilamaya
kadarki 87 haftalik periyotta asilanmistir. Bu gruptaki sigirlar tek, iki doz ve kontrol
grubu olarak alt gruplara ayrilmis ve elde edilen buzagilar 8.1x10*! dozunda canli
ETEC ile enfekte edilmistir. Tek doz ve iki doz asilanan sigirlardan dogan
buzagilarda 6liim goriilmezken (%0, 0/5), kontrol grubundaki buzagilarda 5 6lim
(%80, 5/6) tespit edilmistir.

Rotaviriis, coronaviriis ve ETEC ile olusturulan polivalan as1 uygulamasinin
yapildig1 bir arastirmada (Mensik, et al.,, 1989) enzootik ishallerin goriildiigii
isletmelerde gebe sigirlara uygulanan asi ile buzagi 6liimlerinin 6niine gecildigi rapor
edilmistir.

Farkli gruplara ayrilan 99 gebe sigirda E. coli K99 pilusu ve Al4 antijenlerini
iceren bir asmin (5 ml/SC) probiyotik (Lactobacillus acidophilus, 2.0x108/250 ml
stit, oral) ile birlikte veya tek basina uygulanmasi sonrast buzagi ishallerine
etkinliginin arastirildigi ¢alismada (Avila, et al., 1995), 29 hayvan iceren 1. grup
asilanmayan ve probiyotik verilmeyen kontrol grubu, 10 hayvandan olusan 2. grup
asilanan ve probiyotik verilmeyenler, her biri 10’ar hayvandan olusan 3. 4. ve 5. grup
asilanan ve sirasiyla 5, 15 ve 30 gilin probiyotik verilenler, benzer sekilde her biri
10’ar hayvandan olusan 6. 7. ve 8. grup asilanmayan ve sirastyla 5, 15 ve 30 giin
probiyotik verilenler seklinde tasarlanmistir. Tiim gruptaki hayvanlar klinik,
bakteriyolojik, anti-K99 ve anti-A14 antikor titreleri agisindan serum ve kolostrumda
serolojik acidan izlenmistir. Arastirmanin sonucunda asi ile kombine edilen 15 ve 30
giin siiresince probiyotik uygulamasinin buzagilarda ishallerin 6nlenmesinde en etkili
yol oldugu kanaatine varilmistir.

Brezilya’da enterotoksijenik kolibasillozisin engellenmesi amaciyla, kismen
purifiye edilmis K99 ve F41 fimbriyal antijenlerini iceren yag emiilsiyonlu bir as1
kullanilarak sigirlarda yapilan asi denemesinde (Yano, et al., 1995), 7 aylik gebe 9
sigir iic gruba ayrilarak dogumdan 8 ve 2 hafta dnce SC olarak asilanmistir. Her
gruptaki sigirlara farkli dozlarda (1500 HU, 750 HU ve 380 HU) as1 uygulanmais, ast
uygulanmayan 3 gebe sigir ise kontrol olarak birakilmistir. As1 etkinliginin serolojik
olarak Olc¢iilmesinde duble difiizyon ve ELISA kullanilmistir. Dogum sonrasi
yeterince kolostrum almis buzagilar E. coli B41 susu (0101, STa+, K99+, F41+) ile

deneysel infekte edilmistir. Kontrol grubundaki 3 buzagidan 2’si deneysel infeksiyon
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sonrasi 48. saatte 6lmiis ve diskilarindan E. coli B41 susu saf olarak izole edilmistir.
Asilanmig gruplardaki sigirlara ait buzagilarda ise ishal ve Olim goriilmemistir.
Arastirmada, as1 ile olusturulan kolostral antikorlarin buzagilara yeterince aktarildigi
ve gebe sigirlara yapilan asilamanin yan etkisinin olmadig tespit edilmistir.

Selim vd. (1995), E. coli (O111:B4) J5 bakterin asisi ile asiladiklar1 250 sigira
ait buzagilarda SRID teknigi ile yiiksek seviyelerde antikor aktarimi sagladiklarini
bildirmisler ve neonatal buzagilarda 6lim oranlarinda 6nemli diislis kaydettiklerini
rapor etmislerdir.

Ticari kombine bir as1 (Lactovac) ile gerceklestirilen ¢alismada (Kohara, et al.,
1997), 51 gebe sigir dogum zamanindan 6-11 hafta 6nce, 4 hafta ara ile iki kez
astlanmistir. Arastirmada, E. coli K99 i¢in hemaglutinasyon inhibisyon testi ile
yapilan Ol¢limlerde, asilanan sigirlarda kontrol grubuna gore ikinci asilama
sonrasinda anlamli diizeyde antikor artisi saglanmis ve dogum zamaninda en iist
seviyelere ulagan antikor titresi 28 gilin boyunca anlamli diizeyde kalmistir. Benzer
sekilde asilanan sigirlarin kolostrumlarinda c¢ok yiiksek seviyelerde antikor elde
edilmis, kolostrumla beslenen buzagilarin kan serumlarinda kontrol grubundakilere
gore istatistiksel olarak anlamli artislar tespit edilmis ve bu antikorlar 28 giin
siiresince yiiksek seviyelerde seyretmistir.

Crouch, et al. (2001), rotaviriis, coronaviriis ve E. coli F5 (K99) antijenlerinin
kombinasyonu ile olusturulan ticari bir as1 (Rotavec Corona) ile tek doz olarak
asiladiklar1 gebe sigirlara ait kolostrum ve siit 6rnekleri ile buzagilara ait kan serumu
orneklerinde kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda Onemli antikor artisi
belirlemislerdir. Arastiricilar, ELISA sonuclarina gore, asilama sonrasi elde edilen
antikor titresinin 28 giine kadar koruyucu diizeyde kaldigin1 bildirmislerdir.

ETEC B41 susundan hazirlanan, K99 ve F41 fimbriyal antijenlerini igeren,
bakterin karakterindeki bir as1 ile gebe sigirlarda yapilan bir asi denemesinde
(Figueiredo, et al., 2004), kolostrum ve buzagi kan serumlarindaki anti-K99 ve anti-
F41 antikorlar seviyeleri arastirilmigtir. Hayvanlar ii¢ gruba ayrilmis ve birinci grup
tek doz (dogumdan 30 once), ikinci grup iki doz (dogumdan 60 ve 30 giin Once)
olarak asilanmig, iliciincii grup ise kontrol grubu olarak asilanmamistir. Dogum
sonrast alinan kolostrum ve buzagilardan 24-36 saat igerisinde alinan kan serumu
orneklerinde antikor titreleri ELISA ile Olgiilmiistiir. Tez doz asilama yapilan
gruptaki antikor seviyeleri, kontrol grubu ile kiyaslandigindaciddi bir artis tespit

edilemezken, ¢ift doz agilamanin yapildig1 hayvanlarin kolostrum ve serum 6rnekleri
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli artis saptanmustir.

Fimbrial spesifik monoklonal antikorlar, yeni doganlarda ETEC ishaline kars1
korunmada kullanilmistir. Bu yaklasim, F5'e karsi monoklonal antikorlarin, F5
eksprese edici bir ETEC ile infekte edilen yeni dogan buzagilarda basarili sekilde
uygulanmustir. F5 iireten ETEC, sigirlarda bulunan en yaygin ETEC'dir. F5'e 6zgii
monoklonal antikor alan buzagilar, kontrollere kiyaslandiginda ishal ve mortalite
seviyelerinde onemli diistisler kaydedilmistir (Sherman, et al., 1983). Bununla
birlikte, anti-fimbrial monoklonal antikorlarla pasif asilama pahalidir ve ¢ok fazla
emek istemektedir.

Saglikli ve ishalli buzagilarin serumlarindaki antikor titrelerinde Onemli
farklilik oldugu bildirilmistir. Ishal olgusunun goriildiigii buzagilardaki antikor
titresinin saglikli olanlardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Aksine ishal goriilen
buzagilarda total IgG miktarinin saglikli buzagilardan daha diisik oldugu tespit
edilmistir. Kolostrumdaki anti-E. coli antikorlariyla buzagi serumlarindaki anti-E.
coli antikorlar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir. Bdylece, ishalin
engellenmesinde maternal antikorlarin yani sira, yavruya pasif (maternal) olarak
gecen hiicresel komponentlerin de 6nem arz ettigi gosterilmistir (Al-Alo, et al.,
2018).

Gebeligin son donemlerinde asilama uygulamasinin yapilmadigi sigirlardan
dogan ve yeterli oranda maternal antikor alamayan buzagilarin dogum sonrasinda
asilanmasi ile hastaliklardan korunma oraninda basari sansinin daha diisiik oldugu
bildirilmistir (Deluyker, et al., 2004). Bundan &tiiri, yeni doganlarda goriilen
koliseptisemilerin oniine gegilmesinde en etkili yol gebelerin doguma yakin
zamanlarda asilanmasi ve olusan maternal antikorlarin da buzagilara kolostrum ile
aktarilmasidir.

Tez caligmasinda, gebeligin farkli donemlerinde (doguma 30 ve 60 giin kala)
tek ve iki doz olarak uygulanan inaktif ticari E. coli asinin uygulandigi sigirlarin
kolostrum ornekleri ve buzagilardan dogumundan 24 saat sonra alinan serumlardaki
IgG konsantrasyonlar1 ELISA ile olciildii. Veriler, kontrol grubundakilerle
kiyaslandiginda, asilamanin yapildigt sigirlardaki immunoglobulinlerin buzagilara
aktarildig, iki doz as1 uygulamasinin yapildig: sigirlarda sekillenen antikorlarin tek
doz asilama ve kontrol grubundaki hayvanlar ile kiyaslandiginda anlamli derecede
artis oldugu ve farkin istatistiksel ag¢idan (p<0.001) 6nem arz ettigi saptandi. Ayrica,

gruplarda bulunan buzagilar PTY nin goriilmesi olarak kiyaslandiginda ¢ift doz as1

39



uygulanan hayvanlardan dogan buzagilarda PTY nin goriilmedigi fakat tek doz asi
uygulanan buzagilarda PTY nin %71.4 oldugu, kontrol grubunda ise PTY nin %100
oraninda goriildiigii tespit edildi.

Tez c¢alismasinin sonucunda elde edilen veriler yapilan as1 g¢alismalar1 ve
gebeligin farkli doneminde 6zellikle ¢ift doz olarak yapilan ¢alismalarin sonuglar ile
benzerlik gostermektedir. Yapilan bazi ¢caligmalarin sonuglari ile farkliliklar olmasina
ragmen, sonuglarin biliyiik oranda paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Diger
caligmalarda da belirtildigi gibi sonuglar arasindaki farkliliklarin, irk, yas, bakim-
besleme sartlarina bagli degisiklik gosterebilecegi gibi ayni zamanda taramada

kullanilan yontem farkliliklarindan olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Neonatal septisemilerin etiyolojisinde patojenik E. coli serotipleri 6nemli yer
tutmaktadir.Neonatal donemdeki buzagilarda, E. coli kokenli buzagi ishallerine bagl
onemli ekonomik kayiplar sekillenmektedir.Buzag: ishallerinin dnlenmesine yonelik
gebe sigirlarin  asgilanmasmin iilkemizde c¢ok yaygin olmadigi yapilan saha

calismalarindan anlasilmaktadir.

Yiiksek lisans projesi kapsaminda smirli da olsa neonatal septisemilerin
onlenmesine yonelik gebe sigirlar agilandi ve bu hayvanlardan dogan buzagilar klinik
ve serolojik olarak takip edildi. Asilanan hayvanlardan elde edilen kolostrum ve
buzag1 kan serumundaki IgG seviyeleri, kontrol grubundaki asilanmayan buzagilara

ait verilerle karsilastirildi ve buzagilardaki pasif transfer seviyeleri ortaya konuldu.

Tez bulgularina gore as1 uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda Ig
konsantrasyonlari agisindan farkliliklar belirlendi. Dogumdan &nceki 60. ve 30.
giinde ¢ift doz olarak uygulanan inaktif E. coli agisinin hem kolostrumda hem de kan
serumlarinda immunoglobulin seviyelerinde ciddi derecede artis oldugu ve
buzagilarda sekillenen PTY’nin Onlenmesinde basar1 sagladigi tespit edildi. Asi
uygulamasi ile yeterli diizeyde IgG artis1 oldugu ve neonatal koliseptisemilerinde
azalma oldugu saptandi. Populasyondaki hayvanlarin asi uygulamasi sonrasinda
yapilan klinik takiplerinde gruplarda farkliliklar oldugu belirlendi. Kontrol grubunda
yer alan 7 buzaginin 6’sinda, tek doz as1 uygulamasinin yapildigi hayvanlarin
buzagilarinin 3’tinde ishal sekillenirken, c¢ift doz as1 uygulamasmin yapildig
sigirlardan dogan buzagilarin higbirinde ishal sekillenmedigi tespit edildi. Ancak E.
coli kaynakli buzag: septisemilerinin 6nlenmesine yonelik daha fazla sayida hayvan
iceren biiyiilk populasyonlarda yapilacak olan kapsamli ¢aligmalara gerek
duyulmaktadir. Tezsonucunda elde edilen bulgular yetistiricilerle paylasildi. Bu
sayede asillama uygulamasinin yapilacagi hayvan sayisinda artis olacagi
diisiiniilmektedir. Tez caligmasi kapsaminda elde edilen veriler neonatal buzagilarda
sekillenen ishallerin Oniine ge¢ilmesinde asilamanin biliylik Onem tasidigini
gostermektedir. Asilama ile neonatal septisemilere bagli mortalitenin Oniine
gecilerek, hem igletme hem de iilkede buzag: 6liimlerine bagl sekillenen ekonomik

kayiplarin 6niine gecilmesinin saglanacagi kanaatine varildi.
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