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Ozet

Neonatal buzagilar agammaglobulinemik dogarlar ve neonatal hastaliklardan korunmak igin gerekli olan immunglobulinleri
kolostrumdan saglarlar. Bu nedenle, buzagiy1 hastaliktan, kolostrumdan alinan immunglobulinler (Ig’ler) korumaktadir. Bazi
buzagilar (yaklasik %30’u) erken kolostrum almasina ragmen agammaglobulinemik yada hipogammaglobulinemik
kalabilmektedir. Immunglobulin transferindeki bu yetersizlik buzagmin yasamini ve saghigini tehlikeye atmaktadur.

Bu derlemenin amaci, neonatal buzagilarda 6nemli ekonomik kayiplara neden olan pasif transfer yetersizliginin
belirlenmesinde kullanilan teknikler hakkinda bilgi vermektir.

Anahtar sozciikler: neonatal buzagi, pasif transfer yetmezligi, Ig.

The Tests Used For Detection of the Failure of Passive Transfer in Neonatal Calves

Summary

The neonatal calves are born agammaglobulinemic and maternal immunglobulins (Ig) are acquired from colostrum to protect
the calf from neonatal infections. For this reason, required Ig that ingested colostrum protect for calves from diseases. Some
calves (approximately %30), remain agammaglobulinemic or hypogammaglobulinemic despite receiving early colostrum. Failure
of this Ig transfer will endanger the survival and health of the calf.

The aim of this review is given information to determination technics of failure of passive transfer in neonatal calves which
causes important economic losses.
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GIRIS

Neonatal buzag! hastaliklar1 ve kayiplari veteriner
hekimlik acisindan ve ekonomik olarak hala 6nemini
korumaktadir'.

Yeni dogan buzagi icin alinan kolostrumun emilimi
onun hastaliklara karsi direnci, gelisme orani ve hayat-
ta kalabilirligi acisindan olduk¢a 6nemlidir®®. Fotus ve
anne arasindaki iliskiyi saglayan plasentanin ¢ok sinirli
gecirgenlige sahip olmasi nedeni ile buzag: ilk dogdu-
gunda agammaglobulinemiktir*®. Bu nedenle buzagi-
nin hastaliklara karsi korunmasi icin gerekli olan im-
munglobulinler (Ig), alinan kolostrumdan barsaklar
yolu ile emilerek kan dolagimina verilir™.

Kolostrumun erken alinimi, buzagi i¢in hayati nem
tagimaktadir. Ik 6 saat icinde alinan kolostrumdaki
immunglobulinlerin %97’si barsak mukozasi tarafin-
dan emilerek kan dolasimina verilebilirken, bu oran
24. saat sonunda en az seviyeye iner’. Kolostrumun
alimmindan 3 saat sonra serum immunglobulin seviye-
si artmaya baglar ve 24. saatte en iist seviyeye ulasir’,

Neonatal buzagilarda koruyucu seviyede immung-
lobulin konsantrasyonunun (>1500 mg/dl) olusmasi
icin buzaginin iyi kalitede ve yeterli miktardaki kolost-
rumu yasamin uygun saatlerinde (viicut agirliginin en
az %6’s1 kadar ilk 6 saat icinde) almas: gerekir. Eger
yeterince kolostrum uygun saatlerde alinmaz ya da hig
alinamazsa, pasif transfer yetersizligi yani hipogam-
maglobulinemi meydana gelir*"”. Bununla birlikte, bu-
zagilar dogduktan sonra yeterince kolostrum almalari-
na ragmen cesitli sebeplerden dolay: (perinatal stres
basta olmak iizere, prematiire dogum, hipotermi, hi-
poksi, giic dogum, annenin tecriibesiz ve hir¢in olmasi,
zayif buzag sendromu) serum immunglobulin seviye-
sinin yeterli seviyeye ulasamadigi yani buzagilarin hi-
pogammaglobulinemi ile karsi karsiya kaldigi belirlen-
mistir'. O’Kelly", buzagilarin erken donemde ve ye-
terli miktarda kolostrum almasina ragmen %30 unun
hipogammaglobulinemik olarak kaldigini belirlemistir.
Pasif transferin yetersizligi ile morbidite ve mortalite
arasindaki iliski bircok ¢alismada ele alinmugtir'*%1%122,

Pasif transfer yetersizligi buzagilarda ciddi bir prob-
lemdir”. Dogumdan sonraki 24. saatten sonra buzagimn
immun yapisinin bilinmesi, siitten kesimden 6nce ve siitten
kesimden sonraki donemde buzagmin biiyiimesi hakkinda
onemli bir belirleyicidir”. Buzaginin dolagimindaki im-
munglobulin seviyesi, immun yapisini direk olarak yansit-
maktadir”. Buzagilarin immun yapisini belirlemek amaciyla
birtakim direk ya da indirek yontemler kullaniimaktadir.

Antikor seviyesinin indirek yontemler kullanilarak

belirlendigi testlerde (Cinkosiilfat Test, Sodyum Siilfat
Tiirbidite Testi, Glutaraldehit Cokelme Testi, g-Gluta-
mil Transferaz seviyesi), temel prensip numune igin-
deki antikorlarla test solusyonunun ¢okelmesi esasina
dayanir ve bu testlerde toplam antikor miktarina ilis-
kin bilgi edinilir. Direk yontemlerds (ELISA, SRID)
ise, istenen Ig smifinin miktari antijen ve antikor reksi-
yonu degerlendirilerek belirlenebilmektedir.

Bu makalede neonatal buzagilarda pasif transferin
ve pasif transfer yetersizliginin 6neminin bilinmesi ile
pasif transfer yetersizliginin belirlenmesinde kullani-
lan testler hakkinda bilgi verilmistir.

BUZAGILARDA PASIF TRANSFERIN BELIR-
LENMESI AMACIYLA KULLANILAN TESTLER

Cinkosiilfat (ZnS0O,) Turbidite Yiontemi
Testin yapulisi:

-Bu amagla bir deney tiipiine 0.1 ml buzag: seru-
mu, 6 ml %25’lik ZnSO, stok solusyonu igerisine ko-
nulur.

-Oda 1s1sinda 1 saat inkiibe edilir.

-Cokelmenin miktar: pasif transferin derecesi hak-
kinda bilgi verir. Cokelmenin derecesi ile pasif trans-
ferin olusumu arasinda pozitif bir iligki vardir.

Degerlendirme: Degerlendirme yapilmadan once
anneden alinan kandan serum ayrildiktan sonra im-
munglobulin seviyesi belirlenir ve meydana gelen ¢o-
kelti standart olarak kabul edilir. Olusan ¢okelti, tiipiin
lizeri cizilerek 4 esit parcaya ayrilarak derecelendirilir
ve buzaginin serumunda meydana gelen ¢okelti ile kar-
silagtirilir. En alt seviyede (1. derece) olusan ¢okelti ba-
sarsiz, 2. derecede olusan ¢okelti yetersiz, 3. derecede
olusan ¢okelti orta derecede ve 4. derecede olusan ¢6-
kelti yeterli pasif transfer olarak degerlendirilir*".

(ZnSO, stok solusyonu: 250 mg ZnSO, + 1 L disti-
le su karigimi ile hazirlanir. Solusyon koyu renkli sise-
de saklanmali ve sisenin agzi sikica kapatiimali, CO,,
1s1 ve 1g1ktan korunmalidir).

Sodyum Siilfat Presipitasyon Testi

Testin uygulamist: %14, %16 ve %18’lik sodyum
siilfat stok solusyonlarindan cam tiiplere 1.9 ml konu-
lur ve bunlarin iizerine 0.1 ml buzag: serumu ilave edi-
lerek 1 saat oda isisinda bekletilir.

Degerlendirme: Tiim orneklerde bulaniklik olmasi
serum IgG seviyesinin 1500 mg/dl’den fazla oldugunu



ve pasif transferin basarili oldugunu, %16 ve %18’lik
¢ozeltilerde bulamklik olmasi I1gG seviyesinin 500-
1500 mg/dl arasinda oldugunu ve pasif transferin kis-
men olustugunu, Sadece %18’lik ¢ozeltide bulaniklik
olugmasi, 1gG seviyesinin 500 mg/dl civarinda oldu-
gunu ve pasif transferin yetersiz oldugunu gosterir''.

Refraktometri Y ontemi

Refraktometri, Toplam Serum Proteinleri (TSP)’leri-
nin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Immung-
lobulinler, kolostrum almimi ve emilimini takiben kanda
miktan belirgin bir sekilde yiikselen protein alt siniflari-
dir. Toplam Serum Proteinlerinin seviyesinin belirlenme-
si, yeni dogmus buzagilarin immun yapisinin ortaya kon-
masinda ve fikir edinilmesinde yardimci olmaktadir. Bu-
nunla birlikte serum albumin seviyesi oldukca degisken
oldugundan TSP seviyesi her zaman buzagmmn immun
yapisini yansitmayabilir. Refraktometri, hizli sonug alina-
bilen bir yontem olmasina karsin, nonspesifik bir yon-
temdir ve dehidre buzagilarda yanlig sonug verir'.

Toplam Serum Protein seviyesi 5.5 g/dl’den daha az
ise Ig diizeyinin koruyucu seviyenin altinda oldugu kabul
edilir”.

Glutaraldehit Cokelme Testi

Glutaraldehid (GA) testi, basit hazirlanabilen yari
kalitatif bir testtir. Serumda uygulandiginda, sadece
gammaglobulinlerin miktarinin yiikselip yiikselmedi-
gini gosterirken, plazma veya tam kanda uygulandi-
ginda fibrinojen ve gammaglobulinlerin artip artmadig
hakkinda bilgi verir'®. Hayvan tiirlerine gore belirli
hastaliklarda GA solusyonu konsantrasyonlar: degis-
mektedir. Buzagilarin pasif transfer yetmezligine bagli
olarak gelisen hipogammaglobulineminin belirlenme-
si icin %10’luk GA solusyonu kullanilir®.

Test i¢in 3 ml’lik deney tiipleri kullanilir. Bir kisim
GA solusyonu (50 ml), 10 kisim serum (0.5 ml) ile ka-
nstirilir ve koagiilasyon tesbiti icin 1 saat gozlenir. Hi-
pogammagolbulinemik buzagilarda serum | saat i¢inde
koagiile olmaz. Test 4 gr IgG/L konsantrasyonu sinir
teskil edecek sekilde hazirlanmistir. Daha yiiksek 1gG
seviyelerine sahip ornekler 30 dakikadan daha kisa sii-
re icinde koagiile olur®. Pozitif sonug test tiipiiniin tabaninda
sabit, opak, sar1 bir gokelme formasyonu ile karakterizedir'.

(%10’1uk stok solusyonunun hazirlanigi: Bunun igin
%25’lik GA stok solusyonundan (Merck No:4239) 4 ml, 6
ml distile su ile kangtinlarak % 10’luk solusyon elde edilir).
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Serum g-Glutamil Transferase (GGT) Aktivitesinin
Belirlenmesi

Buzagilarda GGT aktivitesinin saptanmasi, pasif
transfer yetmezliginin belirlenmesinde kullanilan yon-
temlerden biridir. g-Glutamil Transferase, molekiil
agirligi 80 000 olan bir enzimdir ve yeni dogmus buza-
gilarin barsaklarindan kolaylikla emilebilmektedir. Ko-
lostrumun GGT aktivitesi, olgun ineklerin serum GGT
aktivitesinden 60-160 kat daha fazladir®. Bu aktivite
yavag yavas azalarak 5. hafta sonunda normal seviye-
ye iner. Dogumdan hemen sonra yeterince kolostrum
alamayan buzagilarda serum antikor seviyesine benzer
sekilde serum GGT seviyesi de diisiik seviyede kalur.
Buna paralel olarak, buzagilarda serum GGT seviyesi-
nin belirlenmesi buzagilarin immun yapisinin belirlen-
mesinde kullanilan bir indikatordiir. Pasif transfer yet-
mezliginin belirlenmesinde, veteriner pratikte kullan-
mak amaciyla, serumda GGT aktivitesinin belirlenebil-
mesi i¢in cesitli yontemler gelistirlmistir. Bununla bir-
likte kan ya da kan serumunda GGT seviyesinin kalita-
tif olarak saptanmasi amaciyla gelistirilen ticari kitler
ciftlik kosullarinda kolaylikla kullanilabilmektedir*'.

ELISA Yontemi

Bu yontem ile immunglobulin seviyesi dogrudan
belirlenebilmektedir. Alinan 6rneklerden ayrilan se-
rumlar, sigir antikorlari ile kaplanmig plaklarin igerisi-
ne bir pipet yardim ile bosaltilir ve oda isisinda inkiibe
edildikten sonra ELISA okuyucusu ile degerlendirilir.

Orneklerdeki immunglobulin seviyesinin tam olarak
belirlenebilmesi yontemin bir avantaji olmasina ragmen,
uygulanabilmesi i¢in laboratuvar donamimina gerek du-
yulmasi, ekonomik olmamasi ve saha kosullarinda uy-

1222

gulama olanaginin bulunmamasi dezavantajidir'**,
Single Radial Immunodiffusion (SRID) Yontemi

SRID yontemi esas olarak kolostrumdaki Ig sevi-
yesinin belirlenmesi amaciyla dizayn edilmis kantitatif
bir metottur. Bunun yaninda serum Ig seviyesinin be-
lirlenmesinde de basar ile kullanilabilmektedir. Bu me-
tot ile istenilen immunglobulin smifinin tayini yapilabil-
mektedir. Kolostrumun icerdigi immunglobulin miktari
ya da buzagimin immun yapisi hakkinda dogrudan bilgi
edinilmesini saglamaktadir. Bu metod ile immunglobu-
lin seviyesinin belirlenmesi igin ticari olarak elde edile-
bilen SRID kitler bulunmaktadir ve en fazla IgG seviye-
sinin belirlenmesi amaciyla kullanilir. Kitler 30-60°ik
plaklar halinde satilir ve mikropipet icermektedir. Serum
veya kolostrum orneklerinden 3 ml alinarak plaklarin
icerisine bosaltilir ve oda isisinda 18 saat bekletilir. Daha
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sonra plak lizerinde ¢okelme ile olusan dairenin ¢api
standarda gore oOlgiilerek degerlendirme yapilir. Deger-
lendirme sonrasi sonuglar mg/dl olarak belirlenir'”.

Olgiim sonuglarmna gore IgG seviyesi: 800 mg/dl’den
az (yetersiz pasif transfer), 800-1600 mg/dl arasinda (pa-
sif transfer kismen olugmus), 1600 mg/dl’den fazla (nor-
mal pasif transfer), olarak degerlendirilir”=,

SONUC

Agammamaglobulinemi ve hipogammaglobulinemi-
nin belirlenmesinde kullanilan yéntemlerin, bazi avantaj
ve dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar 2 ana gruba ay-
rilirlar. Birinci gruptaki test yontemleri (ELISA ve
SRID) ile serumdaki Ig seviyesi direk olarak belirlene-
bilmektedir ve en giivenilir yontemler olarak kabul edil-
mektedirler. Ancak sonuglarin geg elde edilmesi bu iki
yontemin bir dezavantajidir. ELISA metodu laboratuvar
kosullarinda uygulanabilmektedir ve pahalidir. Bu du-
rum saha kogullarinda uygulanmasini giiclestirmektedir.

SRID yontemi giivenilir ve saha kosullarinda ko-
laylikla uygulanabilir metodlardan olmakla birlikte so-
nuclarin ge¢ elde edilmesi bir dezavantajidur. ikinci
gruptaki test yontemleri (Sodyum siilfat presipitasyon,
Cinko siilfat cokelme, Refraktometri, GGT ve Gluta-
raldehid test yontemleri), oldukca kisa siirede sonuc
verir, ayrica 6zel ekipman ve donanim gerektirmedi-
ginden saha kosullarinda kolaylikla uygulanabilmekte-
dir. Bu grupta bulunan testler immun yapinin belirlen-
mesinde kullanilan indirek yontemlerdir ve sonuglar
kalitatif olarak elde edilir, bu nedenle yaniltici sonuglar
elde etme olasiligi diger yontemlere gore daha yiiksek-
tir, bir bagka deyisle giivenilirligi siiphelidir.
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