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OZET

KOYUNLARDA KOLOSTRUM KALITESININ BRiX REFRAKTOMETRE
KULLANILARAK BELIRLENMESI

Bu arastirmada, koyunlarda kolostrum Kalitesinin brix refraktometre
kullanilarak tespit edilmesi amaglandi.

Arastirma merinos-kivircik melezi 100 koyun {izerinde gerceklestirildi.
Koyunlardan dogumu takiben ilk 8 saat icerisinde falkon tiiplere 15 ml kolostrum
ornegi toplandi ve 6rnekler iki ayr1 falkon tiipe konularak analiz edilinceye kadar -20
°C'de depolandi. Koyunlarin yasi, laktasyon sayisi, bir batinda dogan kuzu sayis1 ve
as1 uygulamalari not edildi. Kolostrum IgG analizleri koyun spesifik radyal
immunodifiizyon kitleriyle, brix degerleri (%) ise optik ve dijital brix refraktometre
kullanilarak gerceklestirildi.

Koyunlarin ortalama kolostrum IgG seviyesi 156.68+7.23 g/L, optik ve dijital
brix refraktometre degerleri (%) ise swrasiyla 27.43+0.53 ve 27.69+0.60 olarak
belirlendi. Ikiz kuzu tasiyan koyunlarm, tek kuzu tasiyanlara gdre dnemli dlgiide
daha kaliteli kolostum drettikleri belirlendi. Ancak laktasyon sayisi kolostrum
kalitesini etkilemedi. Kolostrum IgG seviyesi ile optik ve dijital brix refraktometre
arasinda sirasiyla 0.704 ve 0.643 seviyesinde (P<0.001) korelasyon tespit edildi.
Ayrica optik ve dijital brix refraktometrelerin de 0.980 seviyesinde (P<0.001) korele
olduklar1 gozlendi. Kolostrum kalitesinin tespiti icin 50, 60 ve 70 g/L IgG esik
degerdeki optimal brix degeri %22 olarak belirlenirken bu deger ve 80 g/L i¢in
%23t

Sonu¢ olarak, optik ve dijital Brix refraktometrelerin, koyun kolostrum
kalitesinin belirlenmesi i¢in degerli bir yontem oldugu belirlendi. Ayrica koyunlar

icin en uygun brix degeri %22 olarak tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Koyun, kolostrum, IgG, radyal immunodiflizyon, brix refraktometre,



ABSTRACT

DETERMINATION OF COLOSTRUM QUALITY USING BRIX
REFRACTOMETER IN SHEEP

In this study, it was aimed to determine the quality of colostrum in sheep by
using brix refractometer.

The research was carried out on 100 sheep of merino-kivircik cross. 15 ml of
colostrum samples were collected in falcon tubes within the first 8 hours after birth
from sheep, and the samples were placed in two separate falcon tubes and stored at -
20 °C until analysis. Age, parity, litter size and vaccination administration of the
sheep were noted. Colostrum IgG analyzes were performed with sheep specific radial
immunodiffusion Kits, and brix values (%) were performed using optical and digital
brix refractometers.

Mean colostrum IgG level of sheep was 156.68+7.23 g/L, optical and digital
brix refractometer values (%) were determined as 27.43+0.53 and 27.69+0.60,
respectively. It was determined that ewes carrying twin lambs produced significantly
higher quality colostum than those carrying single lambs. However, parity did not
affect the colostrum quality. Correlation was found between colostrum IgG level and
optical and digital brix refractometer at 0.704 and 0.643 levels, respectively
(P<0.001). In addition, optical and digital brix refractometers were also correlated at
the level of 0.980 (P<0.001). For the determination of colostrum quality, the optimal
brix value at 50, 60 and 70 g/L 1gG threshold values was determined as 22%, while
this value was 23% for 80 g/L.

As a result, it was determined that optical and digital Brix refractometers are
a valuable method for determining sheep colostrum quality. In addition, the most

appropriate brix value for sheep was determined as 22%.

Keywords: sheep, colostrum, IgG, radial immunodiffusion, brix refractometer
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SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

: immunoglobulin

: immunoglobulin G

: Iimmunoglobulin G1

: Immunoglobulin G2

: Immunoglobulin A

: Immunoglobulin M

: Immunoglobulin D

: Immunoglobulin E

- Mililitre

: Miligram

: Kilokalori

: Ham Protein

: ABD Ulusal Arastirma Konseyi
: Radyal Immunodifiizyon

: Enzyme Linked immunosorbent Assay
: Gama Glutamil Transferaz

. Laktat Dehidrojenaz

: Alkalin Fosfataz

: Sodyum Klorir (Tuz)

: Receiver Operating Characteristics
: ROC Egrisi Altindaki Alan

: Pozitif Prediktif Deger

- Negatif Prediktif Deger

: Ortalamanin Standart Hatas1



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No

Sekil 3.1. Koyun Kolostrumlarinda IgG Analizi Igin Kullanilan RID Kitleri........... 15
Sekil 3.2. RID Kitlerine Ait Halka Caplarinin Olgiiminin Yapildig: Elektronik
Dijital CapOIGEr ......eeeiieiie e 15

Sekil 3.3. Optik Brix RefraktOmetre...........ccoiiiiiiiiii e 16
Sekil 3.4. Dijital Brix Refraktometre. ..o 17
Sekil 4.1. RID_IgG ile Dijital Brix Degerlerinin Korelasyon Grafigi, R2 Degeri ve
EZIM CIZEIST ...eveieeiiiieee e 20

Sekil 4.2. RID_IgG ile Optik Brix Degerlerinin Korelasyon Grafigi, R2 Degeri ve
EGIM CIZEIST oo 21

Sekil 4.3. Dijital ve Optik Brix Degerlerinin Korelasyon Grafigi, R2 Degeri ve
EGIM CIZEIST oo 21

Sekil 4.4. 1gG Seviyesi 50 g/L Olarak Degerlendirildiginde Optimal Brix Degeri
ROGC EGIIST..evevveiieiieiie sttt 23

Sekil 4.5. 1gG Seviyesi 60 g/L Olarak Degerlendirildiginde Optimal Brix Degeri
ROGC EGLIST..vevveiieiieiie sttt 24

Sekil 4.6. 1gG Seviyesi 70 g/L Olarak Degerlendirildiginde Optimal Brix Degeri
ROGC EGLIST . vivieiieiiiie ettt 25

Sekil 4.7. 1gG Seviyesi 80 g/L Olarak Degerlendirildiginde Optimal Brix Degeri
ROGC EGLIST..veveeiieiiiiiie sttt 26



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No

Tablo 4.1. Calismada Kullanilan Koyunlara Ait Irk, Yas, Laktasyon Sayist ve Bir
Batinda Gergeklesen Kuzu Sayilarina Ait Veriler........ccccoovvvvieiiiinnnennnn 18

Tablo 4.2. Kolostrum Analizlerine Ait Tanimlayici Istatistik Sonuglari................... 18
Tablo 4.3. Yavru Sayisia Gore Kolostrum Brix ve 1gG Degerleri ............cccoveeenee. 19
Tablo 4.4. Primipar ve Multipar Koyunlarin Kolostrum Brix ve 1gG Degerleri....... 19
Tablo 4.5. Laktasyon Sayisina GOre Kolostrum Brix ve IgG Degerleri.................... 19
Tablo 4.6. Kolostrum 1gG Seviyesi ile Brix Degerleri Arasindaki Korelasyon
SBVIYESH .ttt 20

Tablo 4.7. Kolostrum 1gG Seviyesi 50 g/L Olarak Degerlendirildiginde Brix
Degerleri ROC ANANZI .....c.ooviiiiiiiiiiiiice e 23

Tablo 4.8. Kolostrum 1gG Seviyesi 60 g/L Olarak Degerlendirildiginde Brix
Degerleri ROC ANANZI ......ooiiiiiiiiiiiiiee e 24

Tablo 4.9. Kolostrum 1gG Seviyesi 70 g/L Olarak Degerlendirildiginde Brix
Degerleri ROC ANANIZI ...ococvvveeiiiee e 25

Tablo 4.10. Kolostrum IgG Seviyesi 80 g/L Olarak Degerlendirildiginde Brix
Degerleri ROC ANANIZI ..ccocvveeeiiiee e 26

Tablo 4.11. Kolostrum 1gG Seviyesi 50 g/L icin Sensitivite, Spesifite, Pozitif
Prediktif Deger ve Negatif Prediktif Deger Sonuclari...........c...ccceeeneee. 27
Tablo 4.12. Kolostrum 1gG Seviyesi 60 g/L icin Sensitivite, Spesifite, Pozitif
Prediktif Deger ve Negatif Prediktif Deger Sonuclari...........c..ccccvveenneee. 27
Tablo 4.13. Kolostrum 1gG Seviyesi 70 g/L icin Sensitivite, Spesifite, Pozitif
Prediktif Deger ve Negatif Prediktif Deger Sonuglart............cccevernneee. 28
Tablo 4.14. Kolostrum 1gG Seviyesi 80 g/L icin Sensitivite, Spesifite, Pozitif
Prediktif Deger ve Negatif Prediktif Deger Sonuclart............c.cccceenneee. 28

Vi



1. GIRIS

Kolostrum, gebeligin son periyodunda meme bezlerinde biriken ve dogum
sonrast meme bezlerinden sagilan ilk sividir. Ruminantlarda sinepitheliochorial
tipteki plasental yapist immunoglobulin (Ig) gibi buyik molekillerin plasental
gecisine miisaade etmez. Bu ylizden kuzular agammaglobulinemik olarak dogarlar.
Pasif immunizasyonun tek ve etkili yolu uygun zamanda ve yeterli miktarda kaliteli
kolostrumun alinmasi ile olmaktadir. Bu ylizden kolostrum kalitesinin belirlenmesi
onemlidir (Aydogdu ve ark., 2015). Kolostrum yenidoganlar i¢cin benzersiz bir gida
olup yetersiz miktarda alimi, viicut rezervlerinden sonra yenidoganlarin yasama
gucund etkileyen ikinci onemli faktor olarak kabul edilmektedir. Kolostrumda
yaklagik olarak %12-13 ham protein, %8 yag, %4 kazein, %3-4 laktoz ve %25 kuru
madde bulunmaktadir ve kolostrumun her ml'sinden yaklasik 2 Kcal enerji
saglanmaktadir (Hadjipanayiotou, 1995; Martini ve ark., 2012; Nowak ve Poindron,
2006; Aydogdu ve ark., 2015).

Kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir.
Kolostrumun kalitesi ig¢erdigi imminoglobulin G (IgG) ile dogrudan iliskilidir.
Kolostrum Kkalitesinin tespiti igin altn standart yodntemler kolostrumdaki 1gG
seviyesinin  belirlenmesinde kullanilan radyal immunodifusion ve ELISA
yontemleridir. Ancak bu yontemlerin kullanimi i¢in laboratuvar imkéanlar1 ve teknik
bilgiye ihtiya¢ duyulmasinin yani sira dnemli maliyet gerektirmektedir. Bu yiizden
saha sartlarinda kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in daha pratik, kolay ve ucuz
yontemlerin kullanimi iizerinde durulmustur. Bu amagla kolostrum kalitesinin tespiti
icin kolostrometre (hidrometre) ve refraktometre kullanilabilmektedir. Kolostrometre
icin fazla miktarda kolostrum 6rnegi gerekmekte iken refraktometrede birkag damla

kolostrum 6rnegi ile kolostrum kalitesinin tespit edilmesi miimkiindiir.

Bu c¢alismada koyunlarda kolostrum kalitesinin belirlenmesi ic¢in brix
refraktometrenin ~ kullanomi  ve koyunlar i¢in validasyonunun yapilmasi

amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kuzularda Pasif immunite Transferi

Pasif bagisiklik transferi, insanlar gibi ¢esitli tiirlerde plasenta yoluyla gebelik
sirasinda baglar (Gitlin ve ark., 1964). Ancak kii¢iik ruminantlarda plasenta, anneden
fetuse Ig transferini engeller (Wooding ve ark., 1986). Bu nedenle kolostrum, yeni
dogan yavruya immiinoglobulin sagladigi i¢in kuzularda bagisikligin kazanilmasinda
cok Onemli bir rol oynar. Bazi arastirmacilar kuzu ve oglaklarin dogumda
agammaglobulinemik oldugunu tanimlamistir (Arglello ve ark., 2004; Castro ve ark
2005; Constant ve ark., 1994; Halliday ve Williams, 1979). Ancak diger
arastirmacilar ise minimum serum IgG konsantrasyonu sahip olduklarmi bildirmistir
(Guerrault, 1990; Rabbani ve ark., 1990; Sherman ve ark., 1990), ancak
enfeksiyonlarla miicadele icin yeterli olmadigi belirtilmektedir. Yenidogan
ruminantlarm bagigiklik sistemi, neredeyse yasamin ilk ay1 boyunca kendi Ig'lerini
iretemedigi ifade edilmektedir (Logan ve ark., 1972). Ciupercescu (1977), kuzularda
yasamin {igiinci glniinde (22 mg/mL) maksimum kan plazmas1 IgGl
konsantrasyonunun ilk iki haftada (12 mg/mL) %50 azaldigini gézlemlemistir. Bu
diistis ilk ayda da devam etmistir. Benzer bir durum Argiiello ve ark. (2004)
tarafindan dogumdan 24 saat sonrasndan 30. giine kadar kan plazmasi IgG

konsantrasyonunda %50'den fazla azalma olan oglaklarda da gésterilmistir.

Ayrica, oglaklara yapay kolostrum (iiretici tarafindan saglanan verilere gore
%32.88 nem, %6.62 brut protein, %22.50 yag, %0.15 seliloz, %1.34 mineral
maddeler, %2.76 sakkaroz, %0.94 kil, %0.79 toplam azot, %0.14 kalsiyum, %0.11
fosfor ve %0.1 sodyum) verildiginde bir Ig transferi gerceklesmemistir. Bu nedenle,
kan serumu IgG'si 15 giinliige kadar (15 ve 30 giinlik yasta, sirasiyla 0.4 mg/mL ve
0.8 mg/mL,) kadar saptanamamaktadir. Bu bulgu, bu Ig'nin endojen olarak
sentezlendigi hipotezine yol agmustir (Argiiello ve ark., 2004). Bununla birlikte, son
bulgular, sadece minimum bir {iretim olmasina ragmen, dogumda oglaklarm peyer

bolgesinde IgG'nin varligr gosterilmistir (Castro-Alonso ve ark., 2008). Kuglk



ruminantlarda kolostrumun Onemli roliinden dolayi, kolostrogenez Uzerindeki
yonetim faktorlerinin etkilerini bilmek ic¢in bilesenlerini ve sentez mekanizmasini

bilmek gerekir (Castro ve ark., 2011).

2.2. Kolostrum

Memelilerde kolostrumla beslenme, yenidoganlarda enfeksiyonlara karsi
koruma saglamak i¢cin ¢cok 6nemlidir. Ruminantlarda dogumdan sonraki ilk saatlerde
kolostrum beslemesi, yasamin ilk haftalarinda baslica 1gG kaynagi oldugundan
oldukca onemlidir (Argiello ve ark., 2004; Castro ve ark., 2011; Kramer ve ark.,
2001; Vihan, 1988), ¢linkli ruminantlarin plasentasi sinepitheliochorialdir (Wooding
ve ark., 1986) ve bu da gebelik sirasinda anneden fetiise 1g transferini engeller. Bu
nedenle kuzular dogumda agammaglobulinemiktir (Arglello ve ark., 2004; Castro ve
ark., 2011; Halliday ve Williams, 1979). Kolostrum, yag, protein, laktoz ve
mineraller gibi beslenme agisindan 6nemli olan cesitli bilesenlerin giiclii bir
karigimmi igerir (Ontsouka ve ark., 2003). Ayrica kolostrum vitaminler,
immiinoglobulinler, hormonlar, biliylime faktorleri, sitokinler, enzimler ve diger
bircok peptidi de icermektedir (Aydogdu ve ark., 2015; Castro ve ark., 2011;
Hadjipanayiotou, 1995).

Kolostrum bilesenleri farkli mekanizmalarla salgilanir (Patton ve Jensen,
1975) ve salg1 lokal ve sistemik faktorler tarafindan diizenlenir. Ancak c¢ogu hala

tartisilmaktadir. Bu nedenle kolostrogenez, halen daha tam olarak anlasilmayan bir

sregtir (Barrington ve ark., 2001; Castro ve ark., 2011; Dembiski ve Shiu, 1987).

2.2.1. Kolostrogenez

Meme bezinin gelisimi mamogenezis, kolostrogenez, laktogenez, galaktopoez
ve involusyonu gibi farkli asamalar1 icerir (Dembeski ve Shiu, 1987). Kolostrogenez,
immunoglobulinlerin anne dolasimmdan meme salgilarina dogum Oncesi transferi
olarak tanimlanir (Barrington ve ark., 2001). Ruminantlarda kolostral Ig'lerin kan

dolagimindan geldigi bilinmektedir (Butler, 1983; Castro ve ark., 2006; Ha ve ark.,



1986; Micusan ve Borduas, 1977). Ke¢i kolostrumunda IgG konsantrasyonu kan
serumundakinden yaklagik 2.8 kat daha yuksektir. 1gG1 ve 1gG2'nin maternal
konsantrasyonu yaklasik olarak esit olmasina ragmen, kegilerin kan serumu toplam
IgG'nin %55'ini 1gG1, kolostral IgG’nin ise yaklasik %95-98’ini IgG1l olusturur
(Micusan ve Borduas, 1977). Bu sonuglar, sigirlarda oldugu gibi kiigiik
ruminantlarda da anne dolasimmdan kolostrum i¢ine IgGl'in transfer
mekanizmasinin, Sekretorik hicrelerin - zar1 iizerindeki 1gG1l igin spesifik
reseptorlerin varligmin gerekli oldugu hipotezine yol a¢gmustir. Tim bu siireg
hormonal kontrol altinda olup kolostrogenezin baslangici dstradiol ve progesteron
tarafindan diizenlenir ve kesilmesi laktojenik hormonlar tarafindan kontrol edilir.
Barrington ve ark. (1999), prolaktinin, laktogenezin baslangicinda sigirlarda meme
IgG1 reseptoriiniin ekspresyonunu azalttigini bulmuslardir. Ruminantlarda anne
dolasimindan meme salgisma IgG transferi dogumdan birka¢ hafta once baslar ve
dogumdan hemen oOnce aniden durur (Brandon ve ark., 1971). Bu nedenle
kolostrogenez, siit {iiretiminin baslamasindan (laktogenez) oOnce gergeklesir.
Ciupercescu (1977), gebe koyunlarda, kuzulamadan 15 gln 6ncesine kadar kan
serumu IgG konsantrasyonunun asagi yukari sabit kaldigini ve sonrasinda keskin bir
sekilde distiigiini bulmustur. Aymi sekilde gebe kecgilerde de kan serumu IgG
konsantrasyonu dogumdan yaklasik dort hafta 6nce aniden diismeye baslamistir ve
toplam IgG konsantrasyonunda gozlenen degisiklikler IgGl'deki paralel
degisikliklerle iliskili oldugu gézlenmistir (Micusan ve Borduas, 1977).

2.2.2. Kolostrumun Kompozisyonu

Kolostrum, doguma yakin veya dogum sirasinda meme bezinde bulunan ve
biyoaktif bilesenlerin bir karisimini igeren ilk salgidir (Barrington ve ark., 2001).
Kolostrum kuzular i¢in egsiz bir gida olup bilesimi, olgun siitten oldukca farklidir
(Aydogdu ve ark., 2015; Levieux, 1999). Kicik ruminantlarda laktoz laktasyonun
birinci giiniinde daha sonraya gore daha diisiik (%3) bulunmustur (Hadjipanayiotou,
1995). Koyun kolostrumlarinin protein ve yag igerigi siite gore oldukc¢a yiiksek olup
srrastyla, %19 ve %11 olarak tespit edilmistir (Castro ve ark., 2011). Baska
aragtirmacilar ise kolostrum protein ve yag igeriginin swasiyla %12-13 ve %8

oldugunu bildirmislerdir. Bunlarin disinda kolostrumun protein icerigi, biiyiik



olasilikla immiinoglobulin igerigindeki azalma nedeniyle ikinci ginde keskin bir
sekilde azalmistir (Castro ve ark., 2011). Kolostrum ayrica, %4 kazein ve %25 kuru
madde icermekte olup her ml’sinden 2 Kcal enerji saglanmaktadir (Aydogdu ve ark.,
2015; Hadjipanayiotou, 1995; Martini ve ark., 2012; Nowak ve Poindron, 2006)

Kolostrum, Ig’lere ilave olarak neonatal immiin sistemin gelisimi iizerine
etkili olan maternal Iokositleri, sitokinleri, niikleotidleri ve ¢esitli biiyiime
faktorlerini de icermektedir (Blum ve Baumrucker, 2002; Sangild, 2003; Schlimme
ve ark., 2000). Ayrica, kolostrum laktoferrin, lizozim ve komplement gibi humoral
faktorler ile gesitli hormonlar1 (instlin, buyime hormonu, tiroksin, triiodotironin ve
prolaktin) da icermektedir (Nowak ve Poindron, 2006; Yilmaz ve Kasik¢i, 2013).
Kolostrumda bulunan en O6nemli komponentler Ig’lerdir. (Cortese, 2009).
Immiinoglobulinler IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE olmak iizere 5 cesit (Reece, 2008)
olup meme salgilarinda major olarak bulunan Ig’ler 1gG, IgA ve IgM’dir (Hurley ve
Theil, 2011). Ruminantlarin kolostrumunda bulunan baslica immiinoglobulin
IgG’dir. Immiinoglobulin G’nin de biiyiik ¢cogunlugunu (%85-90) 1gG1, geriye kalan
kismimni da IgG2 olusturmaktadir (Aydogdu ve ark., 2015). 1gG patojen klirensinden
sorumludur (Mech ve ark., 2011) ve yenidoganm bakteri ve viriislere karsi korur,
bakteriyel toksinleri notralize eder, kompleman sistemini tetikler ve antijenlere
baglandiginda fagositik hiicrelerin etkinligini arttirir (Tortora ve ark., 2006). Hem
IgM hem de IgA, sistemik ve lokal enfeksiyonlara karsi koruma saglar (Gokce ve
Erdogan, 2013; Mech ve ark., 2011).

2.2.3. Kolostrum Kalitesini Etkileyen Faktorler

Kolostrum kalitesi igerdigi 1gG miktar1 ile dogrudan iligkilidir (Yilmaz ve
Kasike1, 2013). Kolostrumdaki IgG seviyesi irk, laktasyon sayisi, yas, saglik durumu,
beslenme, dogum anindaki viicut kondisyon skoru, dogumda ger¢eklesen kuzu
sayisi, genetik ve cevresel faktorlerden etkilenebilir (Gilbert ve ark., 1988; Hart ve
ark., 2009).

Hem sigirlarda hem de koyunlarda ik farkliliklarma baglh olarak kolostrum
kalitesinde farkliliklar bildirilmistir (Castro ve ark., 2011). Tabatabaei ve ark. (2013)



Shaul ve Lori Bakhtyari koyunlar1 arasinda kolostral IgG konsantrasyonlarmnda
onemli farkliliklar bulmus ve kolostrum kalitesindeki ik farkliliklarinin FcRn
genindeki polimorfizmden kaynaklanabilecegini One slirmiistiir. Sjoberg ve Van
Saun (2021) Dorset ve Hampshire koyunlarinda yaptiklar1 ¢alismada Dorset (160.6+
17.4 g/L) wkinda kolostrumlarm Hampshire (96.6 + 14.7 g/L)’e gore Onemli
seviyede daha kaliteli oldugunu tespit etmislerdir. Kessler ve ark. (2019) koyun
rklarmin kolostrum IgG seviyelerini etkiledigini ve en diisiik IgG seviyesinin siit¢ii

rklar olan Lacaune ve Dogu Friz’de oldugunu bildirmislerdir.

Annenin yasi, kolostrumun miktarin1 ve kalitesini etkileyebilmektedir. Hem
yasli koyunlarm hem de yash ineklerin gen¢ hayvanlara gore daha yuksek
immiinoglobulin igerigine sahip daha fazla kolostrum iirettigi bildirilmistir (Aydogdu
ve ark., 2015; Yilmaz ve Kasik¢1, 2013). Bu goriisiin aksine Tabatabaei ve ark.
(2013) primipar koyunlarin kolostrum IgG seviyesinin multipar koyunlarin
kolostrum IgG diizeyinden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu
durumun primipar koyunlarda daha diisiik diizeyde kolostrum firetilmesiyle iliskili

olabilecegini ifade etmislerdir.

Gebe hayvanin memesinin durumu da dretilen kolostrumun kalitesini
etkileyebilir. Mastitis kolostrum 1gG seviyesini etkilemese de yenidoganlarda
kolostrumdaki imminoglobulinlerin emiliminde bir azalmaya yol acarak serum
immiinoglobulin konsantrasyonunu azalttigi bildirilmistir. Bu yiizden mastitisli

kolostrumlarin yenidoganlara i¢irilmesi 6nerilmemektedir (Chirstley ve ark., 2003).

Kuru madde alimi, koyun ve kuzularmn kolostrum ve kan serumlarinin IgG
konsantrasyonu iizerinde degisken etkilere sahiptir. Swanson ve ark. (2008), ABD
Ulusal Arastirma Konseyi (NRC) gereksinimlerinin %60'1 ile beslenen koyunlarin
kolostrumda ortalama IgG konsantrasyonunun 127.7 g/L oldugunu, NRC
gereksinimlerinin %140" ile beslenen koyunlarm kolostral 1gG konsantrasyonunun
99.9 ¢/L oldugunu bildirmistir. Bu degerlerin her ikisi de, gereksinimlerin
%100'0nde beslenen kontrol grubundan (82.1 g/L) énemli 6lclide daha yiksektir.
Bununla birlikte, gebeligin ortasindan itibaren koyunlarin hem yetersiz beslenmesi
hem de asir1 beslenmesi, kolostrum bilesimi ve veriminde diislislere neden olabilir.

Asir1 beslenen gebe koyunlarin, orta derecede beslenen koyunlara kiyasla



kolostrumdaki toplam 1gG konsantrasyonunun azaldigi bulunmustur (Castro ve ark.,
2011). Hashemi ve ark. (2008) ise yaptiklar1 calismada gec¢ gebelik doneminde
bulunan koyunlarmn tavsiye edilen NRC diyeti ile %110 seviyesinde beslendiginde
%90 ve %100 seviyesi ile beslenmeye gore 6nemli Olctide daha fazla kolostrum
irettigini ifade etmislerdir. Ek olarak, koyunlarin yetersiz beslenmesi kolostrumdaki
laktoz, lipid ve protein konsantrasyonlarini diisiirebilir (Hashemi ve ark., 2008).
Meyer ve ark. (2011), gebelik boyunca gebe koyunlara ylksek dizeyde selenyum
takviyesinin, yalnizca yeterli selenyum ile takviye edilmis koyunlara kiyasla
kolostrum veriminin artmasina neden oldugunu bulmustur. Kolostrum kalitesi i¢in
gec gebelikte yeterli protein hayati 6nem tasir (Ocak ve ark., 2005). O’Doherty ve
Crosby (1997), koyunlarin gebeligin son birkag haftasinda soya fasulyesi kiispesi
gibi bir protein kaynagi saglamanin dogumdan sonraki 1 saat ve 18 saat icinde
kolostrum verimini artirdigint bulmuslardir. Ayrica kolostrum verimi, ham protein
(HP) alimindaki artisla dogrusal olarak artmistir. Buna karsilik, Ocak ve ark. (2005),
bakim diizeyinde proteinle beslenen gebe koyunlara kiyasla, gebe koyunlarin (165 g
HP ve 10.5 MJ ME/kg DM) protein gereksinim seviyesinin 1.4 kati ile takviye edilen
tek kuzulu koyunlarda toplam kolostrum veriminin azaldigini bulmustur. Baska bir
caligmada ise Tek kuzuya gebe Border Leicester x Merinos koyunlarinin gebeligin
130. giiniinden doguma kadar aci bakla ve aycicegi tohumu kiispesi ile

desteklenmesinin kolostrum verimini arttirdig1 bulunmustur (Hall ve ark., 1992).

Dogum anmdaki kuzu sayisinin da kolostrum Kkalitesi (zerinde etkili
olabilecegi belirtilmektedir. Yapilan bir arastirmada ikiz gebelik bulunan koyunlarin
kolostrum kalitesinin tek kuzuya sahip koyunlara goére daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Al-Sabbagh, 2009). Diger bir arastirmada (Tabatabaei ve ark., 2013)
ise tek, ikiz ve lg¢liz kuzuya gebe koyunlarin kolostrum IgG seviyeleri arasinda

onemli bir oranda farkin olmadigi rapor edilmistir.

Bazi arastirmacilar (Al-Sabbagh, 2009) vicut kondisyon skorunun 2.5-3.5
koyun kolostrum kalitesi tizerinde etkili oldugunu bildirirken, yapilan bir aragtirmada
(Al-Sabbagh ve ark., 1995) ise, kolostral 1gG seviyesi Uzerine vicut kondisyon

skorunun etkisi olmadig1 ifade edilmistir.



Dogum oOncesi sagim, memelerden kolostrum sizmasi, uzun siireli
kortikosteroid uygulanmasi, annenin enerji yoniinden yetersiz beslenmesi, anneleri
tarafindan kuzulara yeterli O6zen goOsterilmemesi kolostral IgG seviyesini
etkilemektedir (Yilmaz ve Kasik¢1, 2013). Hasta ve yetersiz asilanmis koyunlarin
kolostrum kalitesinde de diisiikliikk gozlenebilmektedir (Navarre ve ark., 2012).

Gebelik sirasinda meme bezinin biiyiimesi ve gelismesi sonraki laktasyon i¢in
hayati 6neme sahiptir (Meyer ve ark., 2011). Koyunlarda meme bezi biiylimesinin
%98'1 gebelik sirasinda, sadece %2'si emzirme doneminde gergeklesir. Meme bezinin
gelisimi ve biiylimesindeki yetersizlik iiretilen kolostrum miktarmi azaltabilir
(Swanson ve ark., 2008). Meme bezi biiyiimesi, gebelik sirasinda annelerin beslenme
durumundaki degisiklikler yoluyla degisebilmektedir (Po ve ark., 2012). Mellor ve
Murray (1985), ge¢ gebelikte besin alimi azaltilmis koyunlarin meme 6lgiimlerinin
ve kolostrum veriminin daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Yetersiz beslenmenin
meme bezi gelisimi tzerindeki etkileri ¢ok hizlidir. Meyer ve ark. (2011), geg
gebelik sirasinda koyunlarin meme bezi biiyiimesinin 3 giinliik besin kisitlamasi

icinde bozuldugunu bildirmistir.

Gebeligin uzunlugu ayrica kolostrumun bilesimini de etkileyebilir. Daha uzun
gebelik suresi (150 giin) olan koyunlar 127.7 g/L 1gG iceren kolostrum Uretirken,
daha kisa gebelik siiresi (146.9 gin) olan koyunlar igin 99.9 g/L 1gG iceren
kolostrum iirettigi belirlenmistir. Benzer sekilde 146 giin gebelik siiresi olan
kecilerin, daha uzun gebelik siresi olan kegilerden daha diisiik kolostral IgG
konsantrasyonuna sahip oldugu bulunmustur (Castro ve ark., 2011). Shubber ve
Doxery (1978), sag ve sol meme loblarindan alinan kolostrum 6rneklerindeki I1gG
seviyeleri arasinda dnemli bir farklilik bulunmadigini bildirmislerdir. Ayrica Yilmaz
ve ark. (2011) gebe koyunlara immunostimulan uygulanmasmin kolostrum kalitesini

arttirdigini ifade etmiglerdir.

2.2.4. Kolostrum Kalitesinin Belirlenmesi

Kuzularda pasif immunite transferi icin kolostrumun dnemi iyi bilinmektedir.

Yeterli kolostrum almayan kuzularda pasif transfer yetmezlik gelismekte ve bu da



kuzularda morbidite ve mortalitede artisa neden olmaktadir. Kuzularda yeterli pasif
bagisikligin gelisebilmesi i¢cin dogum sonrasi en kisa siirede kaliteli kolostrum
almalar1 gerekmektedir. Kolostrumdaki diisiik antikor konsantrasyonu, kanda
yetersiz gama globulin ile sonuglanacak ve sonug¢ olarak zayif bagisikliga neden
olacaktir. Bu nedenlerden dolayi, yenidogan hastaliklar1 riskini azaltmak i¢in iyi bir
yenidogan yonetiminin saglanmasi amaciyla kolostrum kalitesinin erken tespiti
esastir. Kolostrumdaki immiinoglobulinlerin direk 6lgiimleri zaman alici, maliyetli
ve kisa raf 6mriine reaktifler icerdiginden, hizli, basit ve ciftlikte ¢iftci veya veteriner
hekim tarafindan uygulanabilen alternatif yOntemlere ihtiyag¢ duyulmaktadir.
Immiinoglobulin tayini igin yaygin metodlar kullanildiginda, bilgi elde edilene kadar
kuzunun kanindaki immiinoglobulinleri emme yeteneginin kaybedilmis olmasi

mumkindir (Aydogdu ve ark., 2015; Zarilli ve ark., 2003).

Kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in ¢esitli tan1 araglar1 gelistirilmistir. Bu
tan1 araglarinin bazilar1 (direk metodlar) kolostrumdaki Ig seviyesi analiz ederken
bazilar1 ise (indirek metodlar) iliskili 6zelliklere dayali olarak Ig konsantrasyonun
tahmin edilebimesi ile ilgili bilgiler sunmaktadir. Indirek yontemler ile kolostrumun
Ozgiil agirhgi, yogunlugu veya viskozitesinin Ig konsantrasyonuna gore degisebilen
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerindeki degisime dayali olarak sonuglar elde
edilmektedir (Ahmann ve ark., 2021; Becke ve Martlbauer, 2016; Bellof ve Granz,
2019). Ciftlik sartlarinda kullanilacak araglarin, gerek direk gerekse indirek metodlar
olsun kullanimi kolay olmali, hizli ve dogru sonu¢ vermeli ve maliyeti de uygun
olmalidir (Ahmann ve ark., 2021; Bartens ve ark., 2016; Bielmann ve ark.,2010;
Gapper ve ark., 2007; Zarilli ve ark., 2003).

2.2.4.1. Direk Olciim Metodlar

Radyal immunodifiizyon(RID)

Radyal immunodifiizyon (RID), insanlarda, koyunlarda, kegilerde, atlarda,
domuzlarda ve sigirlarda kolostral IgG konsantrasyonunu belirlemek igin

kullanilabilen immiin temelli bir tekniktir (Gapper ve ark., 2007). Kolostrumdaki Ig



konsantrasyonunu belirlemek i¢in altin standart olarak kabul edilir (Bartens ve ark.,
2016; Higaki ve ark., 2013; Swanson ve ark., 2008). Kolostrum numuneleri, tur
spesifik 1gG antikorlu bir agaroz jel icindeki kuyucuklara uygulanir. Numune daha
sonra jel boyunca yayilir ve IgG, antikor ile bir ¢okelti kompleksi olusturur.
Numunede bulunan 1gG miktar1 halka ¢ap1 ile orantilidir. Bilinen konsantrasyon
standartlar1 kullanilarak bir kalibrasyon egrisi olusturulur ve bilinmeyenler bu egriye
karst okunur. Bircok farkli kit ticari olarak mevcuttur ve RID Kkiti ireticilerinin
sertifikali referans degerleri ile tescilli bir standart saglamasi rutindir. Bununla
birlikte, primer standart kantifikasyon yonteminin iireticiler arasinda degisebilecegini
ve farkli ireticilerin kitler1 kullanildiginda tahmini IgG sonuglarinda 6nemli
farkliliklara yol agabilecegini dikkate almak 6nemlidir (Gapper ve ark., 2007). RID
testi 18-24 saat inkiibasyon siiresine sahiptir. Bu test cok miktarda numunenin analizi
icin pahali ve ayn1 zamanda zahmetlidir. Ayrica analiz i¢in baz1 6zel ekipmanlara da
ihtiya¢ duyulmaktadir (Constable ve ark., 2018; Dawes ve ark., 2002). Bunlarin
yaninda raf dmrii kisadir ve genellikle indirek metodlardan daha pahalidir (Bielmann
ve ark., 2010; Riley ve ark., 2007).

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Genel olarak, ELISA teknikleri, antijenlerin kalitatif veya kantitatif tespiti
icin immiinolojide yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu baglamda, antijen (sigir IgG)
ile antijene kars1 olusturulan antikorlar arasindaki etkilesimle iligkili sonuglar ortaya
cikar. Antijen ve antikor ekleme sirasina bagli olarak bir¢ok ELISA formati
mevcuttur (dogrudan, sandvi¢ ve inhibisyon modlar1). Kolostrum IgG miktarinin
tespiti igin, tir spesifik IgG'sine (tipik olarak poliklonal) karsi olusturulan antikorlar,
bir ELISA 96 kuyucuklu mikroplakanin plastik ylizeyine baglanir ve numuneler
dogrudan yiizeye uygulanir ve IgG'nin spesifik olarak antikora baglanmasiyla
sonuglanir. Tespit ve miktar tayini, bagh antikor-enzim konjugatmin kolorimetrik
Olciimiine ve standart bir egri ile hesaplanmasma dayanir (Gapper ve ark., 2007).
ELISA, calismalarda, kolostrum ve serumda Ig seviyesinin tespiti amaciyla yaygin
olarak kullanilir ve RID kadar guivenilir kabul edilmektedir (Abecia ve ark., 2020;
Aydogdu ve ark., 2019; Aydogdu ve Guzelbektes, 2018; Cuttance ve ark., 2019;
Kessler ve ark., 2019; Yilmaz ve ark., 2011). ELISA RID kadar olmasa da zaman
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alict (RID’dan yaklasik 4.5 kat daha az) bir test olmasmna karsin hassas bir
laboratuvar metodudur. ELISA metodu da buzagilarin dogumdan sonra en geg 3 saat
icinde yeterli 1g konsantrasyonuna sahip kolostrum tiiketmesi gerektigini
varsayarsak, hizli ve pratik kullanim igin uygun degildir. Ilaveten, prosedrin
gerceklestirilebilmesi i¢in belirli raf 0mrine sahip reaktifler kullanilir. Ayrica
analizin gerceklestirilebilmesi igin 6zel ekipman da gereklidir. Bunun yaninda
kullanicilarm  bu 6zel ekipmanlart kullanma becerisine de sahip olmas:
gerekmektedir ancak bu pratikte pek miimkiin degildir (Ahmann ve ark., 2021;
Aydogdu ve ark., 2019).

2.2.4.2 Indirek Olciim Metodlar

Kolostrometre

Kolostrumdaki lg konsantrasyonunu tahmin etmek igin baska bir arag bir
kolostrometredir (hidrometre). Kolostrometre, bir 6lcim silindiri, mil ve bir
samandiradan olusur ve yer degistirmesinden dolay1 6zgiil agirlik hakkinda sonuglara
varilmasimi saglar. Yogunluk, kolostrumdaki Ig konsantrasyonu ile iliskilidir. Bu
korelasyona dayanarak, kolostrometre ile Olglilen yogunluk, Ig konsantrasyonunu
hakkinda bilgi verebilir. Samandira, kolostrumda ii¢ farkli Ig konsantrasyonu
seviyesini gosteren farkli renkli alanlarm bir dlgegini icerir (yesil: >50 g/L, sar1: 20—
50 g/L, kirmizi: <20 g/L) (Bielmann ve ark., 2010; Fleenor ve Stott, 1980). Quigley
ve ark. (1995) ve Fleenor ve Stott (1980), sigir kolostral 6zgiil agirhigmin,
imminoglobulin konsantrasyonundan ziyade toplam protein konsantrasyonu ile daha
giicli bir sekilde iliskili oldugunu bulmuslardir. Bu, kolostrumdaki gercek
immiinoglobulin konsantrasyonu hakkinda yanlis bilgi saglayan 06zgiil agirhik
okumasina neden olabilir. Ke¢i kolostrumundaki immiinoglobulin konsantrasyonunu
yalnizca orta diizeyde dogrulukla tahmin etmek i¢in bir hidrometre de kullanilmistir
(Rudovsky ve ark., 2008). Baz1 biiyiik ruminantlarda kolostrometre kullanimi yaygin
olarak uygulanan bir prosedurdir (Fleenor ve Stott, 1980), ancak blyik miktarda
kolostrum (250 ml) gerektirdiginden koyun kolostrumu i¢in 6nerilmez (Zarrilli ve

ark., 2003a). Ayrica, zayif dogruluk ve genis degiskenlige neden olmaktadir
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(Pritchett ve ark., 1994) ve sigirlarda kullanilmasina ragmen, bufalo (Lombardi ve

ark., 2001) gibi diger gevis getiren hayvanlar i¢in uygun olmadigi gosterilmistir.

Brix Refraktometre

Brix refraktometreleri koyun, kec¢i ve sigirlarin kolostrumundaki IgG
konsantrasyonunu tahmin etmek i¢in kullanilabilir (Belkasmi ve ark., 2022;
Bielmann ve ark., 2010; Quigley ve ark., 2013; Sjoberg ve Van Saun, 2021; Torres-
Rovira ve ark., 2017; Zobel ve ark., 2020). Optik ve dijital olmak (lizere iki tur Brix
refraktometresi vardir ve her ikisi de sivilarin refraktometrik indeksini Brix
Olceginde Olcer. Bir optik Brix refraktometresi, birinin cihaza bakmasini ve dlgekte
mavi bir ¢izgi belirleyerek Brix ylzdesini belirlemesini gerektirir. Oysa bir dijital
Brix refraktometre, kirilma indeksini 6lgmek ve okumayi dijital olarak Brix birimleri
cinsinden bir dl¢ekte sunmak i¢in s1vi numunenin i¢inden bir 151k yayar. Dijital Brix
refraktometre, degerler dijital olarak belirlendigi i¢in daha tutarli ve dogru sonuglar
verebilirken optik Brix refraktometre degerleri bireysel yoruma agiktir (Bielmann ve
ark., 2010). Refraktometre ile kolostrum Kkalitesinin belirlenmesi icin ise birkac
damla kolostrum o6rnegi yeterlidir (Bartens ve ark., 2016; Bartier ve ark., 2015). Brix
refraktometreler, kolostrometrelerin aksine, analiz i¢in kullanilan kolostrumun
sicakhigina duyarli degildir (Bielmann ve ark., 2010; Quigley ve ark., 2013). Bununla
birlikte, kolostrumdaki proteinin hacmi ve orani, refraktometrenin dogrulugunu
etkileyebilir. Brix refraktometreler, IgG'nin RID analizi ile yiiksek oranda iligkilidir,

ve ayni zamanda ucuz, kullanimi1 kolay ve dayaniklidir.

Kolostrum Enzim Seviyeleri

Kolostrum kalitesini belirlemek i¢in kolostral enzimlerin de kullanilabilecegi
belirtilmistir. Bu amagla koyun (Zarrilli ve ark., 2003a) ve kegilerin (Zarrilli ve ark.,
2003b) kolostrumlarinda gama glutamiltransferaz (GGT), laktat dehidrojenaz (LDH)
ve alkalin fosfataz (ALP) kolostrum kalitesini belirlemek i¢in kullanilmigtir. Zarrilli
ve ark. (2003a), GGT enziminin koyunlarda kolostrum kalitesinin degerlendirilmesi
icin potansiyel bir belirte¢ olabilecegini bulmuslardir ¢linkii IgG konsantrasyonu ile

yiiksek oranda koreledir ve en yliksek aktiviteye sahiptir, bunu LDH ve ardindan
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ALP izlemektedir. GGT'nin kolostrum sentezi siirecinde yer almasi nedeniyle LDH
ve ALP'ye kiyasla koyun kolostrumunda GGT'nin daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulundugu varsayilmistir. Benzer sekilde Belkasmi ve ark. (2022)’da GGT ve LDH
aktivitelerinine kolostrumlarin immiinolojik kalitesinin belirlenmesinde IgG ile
birlikte kullanilabilecegini, ancak ALP aktivitesinin kullanilmasmin uygun

olmayacagmi bildirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Secimi ve Kolostrum Orneklerinin Toplanmasi

Arastirma materyali Balikesir ili Sindirg ilgesindeki bir koyun isletmesinden
elde edildi. Calisma materyali olarak Merinos-Kivircik melezi 100 koyunun
kolostrum Ornekleri toplandi. Koyunlardan dogumu takiben ilk 8 saat igerisinde
falkon tliplere 15 ml kolostrum &rnegi alind1. Ornek alinmadan 6nce meme yikanip
kurulandi. Ik birkag sagim bosa yapildiktan sonra kolostrum &rnekleri alindi.
Ornekler iki ayr1 falkon tiipe konularak analiz edilinceye dek -20 °C’de depolandi.
Mastit bulgular1 olan, dogum sonras1 8 saati astig1 belirlenen ve pihtrvkan bulunan
kolostrum 6rnekleri calismaya dahil edilmedi. Koyunlarin yasi, laktasyon sayisi, ki,
bir batinda dogan kuzu sayist ve as1 uygulamalar1 ile ilgili bilgiler kaydedilerek
Tablo 4.1°de sunuldu.

Koyunlara gebelik déneminde rasyon olarak bugday samani, yonca samani

musir silaji ve kesif yem verildi.

3.2. Kolostrum IgG Analizleri

Kolostral 1gG seviyeleri koyun spesifik ticari radyal immunodifiizyon Kitleri
(Triple J Farms, Bellingham, WA, ABD) kullanilarak 6lgiildi. 1gG analizleri retici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirildi. Derin dondurucuda (-20°C)
bekletilen kolostrumlar analiz 6ncesinde oda sicakligi ortaminda ¢ozdUrildi.
Kolostrum 06neklerinin sicakligi oda sicakligi (20-24°C) seviyesine geldiginde
analizleri gerceklestirildi. Radyal immunodifiizyon analizi i¢in oncelikle +4 °C’de
bekletilen Kitler ortam sicakligmma uyum saglamasi igin 20-24°C’de 30 dakika
bekletildi. Ureticinin talimatlarma gore kolostrum Ornekleri ependorf tiiplerde 1
kisim kolostrum 15 kisim izotonik NaCl almacak sekilde diltie edildi ve vortex ile

homojen karigimlar1 saglandi. Homojen karigimlar1 saglanan dilie kolostrum
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ornekleri ve referans serumlardan 5 pl alinarak plakalardaki kuyucuklara konuldu.
Plakanin kapagi kapatilarak diiz bir yiizey iizerinde oda sicakliginda 24 saat inkube
edildi (Sekil 3.1). Kitlerde verilen referans serumlarinin halka caplar1 elektronik
dijital cap Olger (Sekil 3.2) kullanilarak olgiildi ve referans degerlerin sonuglari
dogrultusunda egri olusturulup formiil belirlendi. Plakalardaki kolostrum
numunelerinin halka ¢aplar1 6lglildii ve formiil iizerinden tiim IgG degerleri

hesaplandi.

Sekil 3.1. 1gG analizi i¢in kullanilan RID kitleri

Sekil 3.2. RID halka ¢aplarinin analizlerinin yapildig1 elektronik dijital
capdlcer
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3.3. Brix Refraktometre Analizleri

Kolostrum brix degerleri (%) optik (%0-32, Loyka ATC, Turkiye) ve dijital
(%0-85, Milwaukee MA 871, Milwaukee Instruments, Inc., Rocky Mount, NC,
USA) refraktometreler kullanilarak 6lgiildii (Sekil 3.3-3.4). Refraktometre analizleri
oncesinde tiim kolostrum numunelerinin sicakligmin oda sicaklifi seviyesine
ulagsmast i¢in beklendi. Oda sicakligina ulastigir belirlenen kolostrum numuneleri
vortex ile homojen sekilde karistirillip yanilgiyr onlemek igin Oncelikle optik
refraktometre ile Ol¢iiliip ¢ikan sonug kaydedildi, daha sonra ayni numunenin digital
brix rekraktometre kullanilarak analizi yapildi. Dijital refraktometre analizi igin
tekrarli 6l¢iimler yapilarak sonug teyit edildi. Her bir numune analizi arasinda her iki
refraktometre distile su kullanilarak silinip temizlendikten sonra yine distile su
kullanilarak kalibrasyonlar1 yapildi. Dijital refraktometre analizlerinde numune
g0ziliniin temizligi distile su ile yapilip 0 degeri elde edildikten sonra yeni kolostrum
numunelerinin analizleri gerceklestirildi. Optik refraktometre analizleri aymi kisi
tarafindan gercgeklestirilerek hata ihtimali minimuma indirilmesi saglandi.
Kolostrumlarin optik refraktometre analizi sirasinda iist O6lglim limitini asmasi

nedeniyle 17 numunenin analizi sulandirma yapilarak gergeklestirildi.

Sekil 3.3. Optik Brix refraktometre
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Sekil 3.4. Dijital Brix refraktometre

3.4. istatistiksel Analizler

Veriler ortalama ve standart hata (Mean+SEM) olarak sunuldu. Verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.
Kolmogorov-Smirnov testi sonuglarma goére tiim verilerin normal dagilim gosterdigi
tespit edildi. Primipar/multipar ve tek/ikiz dogum yapan koyunlarin kolostrum analiz
sonuglar1 Bagimsiz T testi kullanilarak degerlendirildi. Yas/laktasyon sayisina gore
yapilan gruplandirmalarda gruplararasi farkliliklarin tek yonlii varyans analizi (One-
Way ANOVA) ve gruplararasindaki farkin belirlenmesi igin de Tukey testi
kullanildi. Kolostrum IgG seviyesi ile optik ve dijital refrakmotrelerin korelasyonu
Pearson korelasyon testi ile yapildi. Brix analizlerinin cut-off degerini belirlemek
icin Receiver Operating Characteristics (ROC) egrileri kullanildi. P<0.05 dizeyi
istatistiki agidan 6nemli kabul edildi. Verilerin analizleri i¢in SPSS yazilim programi

(SPSS 22.0, Inc., Chicago, IL, USA) kullanildi.

3.5. Etik Kurul Onay1

Bu arastirma, Balikesir Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(HADYEK) tarafindan onaylanmustir (Karar no:).
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4. BULGULAR

Calisma Aralik 2020 ve Subat 2021 tarihleri arasinda gergeklestirildi.
Calismaya dahil edilen koyunlara ait tanimlayic istastistikler Tablo 4.1°de sunuldu.
Koyunlardan 29’u ilk laktasyonda ve 1.5-2 yasindayken, 71’1 iki Uzerinde laktasyon
sayisina sahip ve 3 ve lizerinde yastaydi. Seksen iki koyun tek kuzu dogururken, 18

koyun ikiz kuzu dogumu gerceklestirdi.

Tablo 4.1. Calismada kullanilan koyunlara ait ik, yas, laktasyon sayist ve bir

batinda gerceklesen kuzu sayilarina ait veriler

Degiskenler Kolostrum Sayisi (n)
Yas
1.5-2 29
3 28
4 18
>5 25
Laktasyon sayisi
1 29
2 28
3 18
>4 25
Kuzu Sayisi
Tek 82
Ikiz 18

Kolostrum IgG ve Brix degerlerine ait tanimlayici istatistikler Tablo 4.2°de
sunuldu. Tablo incelendiginde kolostrum ortalama IgG, optik Brix ve dijital Brix
degerleri sirasiyla 156.68 g/L, %27.43 ve %27.69 olarak tespit edildi.

Tablo 4.2. Kolostrum analizlerine ait tanimlayici istatistik sonuglar1 (n=100)

Parametreler Veriler

Mean+SEM  Median Minimum Maksimum
1gG (g/L) 156.68+7.23 152.48 41.16 338.02
Optik Brix (%0) 27.43+0.53 26.40 17.00 40.00
Dijital Brix (%)  27.69+0.60 26.60 17.00 44.20

IgG: immunoglobulin G
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Koyunlarda yavru sayisina gore kolostrumun brix ve IgG degerlerine ait
veriler Tablo 4.3’de sunuldu. ikiz dogum yapan koyunlarm kolostrum IgG
seviyesinin tekiz dogum yapan koyunlara gore yiiksek olmasima karsin istatistiksel
Onemlilik tespit edilmedi. Ancak ikiz dogum yapan koyunlarm kolostrum optik ve
dijital brix degerlerinin tekiz dogum yapan koyunlarin kolostrumlarina gore dnemli

diizeyde (P<0.05) yiiksek oldugu tespit edildi.

Tablo 4.3. Yavru sayisina gore kolostrum brix ve 1gG degerleri (Mean+SEM)

Parametreler Tekiz ikiz P
(n=18) (n=82)
1gG (g/L) 154.14+7.94 168.28+17.79 0. 456

Optik Brix (%)  26.94+0.56  29.68+1.44 0. 050
Dijital Brix (%)  27.12+0.63  30.29+1.66 0. 044

IgG: immunoglobulin G

Koyunlarin laktasyon sayilarma gore kolostrum brix ve IgG degerleri Tablo
4.4 ve Tablo 4.5’te verildi. Multipar koyunlarin kolostrum IgG ve brix degerleri
arasinda 6nemli bir farklilik tespit edildi. Koyunlarin laktasyon sayilarina gore 1., 2.,
3., 4. ve 5. laktasyondaki 1gG ve brix degerleri agisindan onemli bir farklilik

belirlenmedi.

Tablo 4.4. Primipar ve multipar koyunlarin kolostrum brix ve IgG degerleri

(MeanzSEM)
Parametreler Primipar Multipar P
(n=29) (n=71)
19G (g/L) 152.90£11.87 158.23+9.01 0.740
Optik Brix (%) 27.55+0.82 27.38+0.68 0.886
Dijital Brix (%) 27.62+0.87 27.72+0.77 0.929

Tablo 4.5. Laktasyon sayisina gore kolostrum brix ve IgG degerleri (MeantSEM)

Parametreler 1 2 3 4 5 P

1gG (g/L) 152.90+11.87 167.06+15.01 168.97+20.14 146.98+13.31 124.21+30.86  0.582
Optik Brix(%) 27.55+0.82  27.23+1.04 27.52+1.45  28.75+1.42  24.12+1.60 0.445
Dijital Brix(%) 27.62+0.87  27.36+1.07 28.01+1.70  29.48+1.78  23.94+1.60 0.360
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Kolostrum IgG ile brix refraktometre degerleri ve her iki brix refraktometre
arasindaki korelasyonlarin sonuglar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.1-4.3’te g0sterildi. Koyun
kolostrumlarmm RID 1gG seviyesi ile optik ve dijital brix refraktometreler arasinda
onemli seviyede (P<0.001) pozitif korelasyon belirlendi. Kolostrum RID_IgG ile
optik ve dijital brix rekraktometre korelasyon seviyeleri (sirasiyla r= 0.704 ve
r=0.643) birbirine yakindi. Ayrica optik ve dijital brix refraktometreler arasinda da
guclu bir korelasyon (r=0.980) tespit edildi.

Tablo 4.6. Kolostrum IgG seviyesi ile brix degerleri arasindaki korelasyon seviyesi

Optik_Brix Dijital Brix
RID_IgG Pearson Correlation 0.704™ 0.643™
Sig. (2-tailed) <0.001 <0.001
Optik_Brix Pearson Correlation 0.980™
Sig. (2-tailed) <0.001

**Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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Sekil 4.1. RID_IgG ile Dijital brix degerlerinin korelasyon grafigi, R2 degeri ve

egilim ¢izgisi.
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Sekil 4.2. RID_IgG ile Optik brix degerlerinin korelasyon grafigi, R2 degeri ve
egilim ¢izgisi.
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Sekil 4.3. Dijital ve optik brix degerlerinin korelasyon grafigi, R2 degeri ve egilim

cizgisi.
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Brix degerinin (%18-24) tanisal test performanslarinin test edilmesi amaciyla
50, 60, 70 ve 80 g/L IgG’lik 4 potansiyel iyi kaliteli kolostrum esigi ig¢in yapilan
ROC analizi sonuglar1 Sekil 4.1-4.4°de ve Tablo 4.5-4.8°de gosterildi. ROC analizi
icin dijital brix degeri kullanildi. Brix’in diyagnostik test performanslari
incelendiginde 1gG seviyesi 50, 60 ve 70 g/L 1gG icin en yiksek AUC degerlerinin
(swrasiyla 0.947, 0.962, 0.939) %22 Brix oldugu, 80 g/L 1gG i¢in ise en yiksek AUC
degerlerinin %23 brix oldugu belirlendi. Kolostrum kalitesi esik degerlerine gore
(50, 60, 70 ve 80 g/L) brix degerlerinin seviyesi arttikga (18-24) sensitivitede artis
gozlenirken, spesifitelerde diisiis gozlendi. Esik deger 50 g/L’deki en yliksek
sensitivite ve spesifite degerleri %22 seviyesinde %100 Se ve %89.4 olarak, 60
g/L’deki en yliksek sensitivite ve spesifite degerleri %22 seviyesinde %100 Se ve
%92.3 Sp olarak, 70 g/L’deki en yliksek sensitivite ve spesifite degerleri %22
seviyesinde %92.3 Se ve %95.4 Sp olarak ve 80 g/L’deki en yiiksek sensitivite ve
spesifite degerleri %23 seviyesinde %88.2 Se ve %88.0 Sp olarak tespit edildi

22



ROC Curve

1,0 —

e :
F____________._._.——F_: Source of the

Curve

—hrix18
— hrix19

brix20
—brix21

brix22
—hrix23

brix24

Reference Line

Sensitivity

n',a 0,3 1,0
1 - Specificity

]
04

Sekil 4.4. 1gG seviyesi 50 g/L olarak degerlendirildiginde optimal brix degeri
ROC egrisi

Tablo 4.7. Kolostrum 1gG seviyesi 50 g/L olarak degerlendirildiginde brix degerleri

ROC analizi
.. Egri Altindaki | Standart 95% Gtiven aralig1
Degiskenler P -
Alan Hata Ust Sinir Alt Smir

Brix18 0.656 0.137| 0.202 0.388 0.924
Brix19 0.651 0.136| 0.217 0.384 0.918
Brix20 0.729 0.131| 0.061 0.471 0.986
Brix21 0.801 0.117| 0.014 0.572 1.000
Brix22 0.947 0.023| <0.001 0.902 0.992
Brix23 0.899 0.035| 0.001 0.830 0.968
Brix24 0.867 0.042] 0.003 0.784 0.950
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Sekil 4.5. 1gG seviyesi 60 g/L olarak degerlendirildiginde optimal brix degeri

ROC egrisi
Tablo 4.8. Kolostrum 1gG seviyesi 60 g/L olarak degerlendirildiginde brix degerleri
ROC analizi
.. Egri Altindaki | Standart 95% Giiven aralig1
Degiskenler P -
Alan Hata Ust Smir | Alt Sinir

Brix18 0.661 0.113 0.112 0.440 0.882
Brix19 0.717 0.111 0.033 0.499 0.934
Brix20 0.767 0.105 0.008 0.560 0.973
Brix21 0.872 0.083 <0.001 0.709 1.000
Brix22 0.962 0.018 <0.001 0.926 0.997
Brix23 0.912 0.030 <0.001 0.854 0.970
Brix24 0.879 0.036 <0.001 0.808 0.950
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Sekil 4.6. 1gG seviyesi 70 g/L olarak degerlendirildiginde optimal brix degeri
ROC egrisi

Tablo 4.9. Kolostrum 1gG seviyesi 70 g/L olarak degerlendirildiginde brix degerleri

ROC analizi
- o) (- 9
- Egn | standart 95% Giiven aralig1
Degiskenler Altindaki P .
Hata Ust Sinir [ Alt Smur
Alan

Brix18 0.610 0.094 0.204 0.425 0.794
Brix19 0.648 0.095 0.086 0.462 0.834
Brix20 0.681 0.094 0.036 0.497 0.865
Brix21 0.796 0.085 0.001 0.630 0.962
Brix22 0.939 0.045 <0.001 0.851 1.000
Brix23 0.931 0.025 <0.001 0.882 0.980
Brix24 0.897 0.031 <0.001 0.835 0.958
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Sekil 4.7. 1gG seviyesi 80 g/L olarak degerlendirildiginde optimal brix degeri
ROC egrisi

Tablo 4.10. Kolostrum IgG seviyesi 80 g/L olarak degerlendirildiginde brix degerleri

ROC analizi

Egri 95% Giiven aralig1

Degiskenler Altindaki Standart P .
Hata Ust Sinir | Alt Sinir

Alan
Brix18 0.618 0.084| 0.128 0.453 0.782
Brix19 0.647 0.084| 0.057 0.482 0.812
Brix20 0.670 0.083| 0.027 0.507 0.834
Brix21 0.759 0.079| 0.001 0.604 0.913
Brix22 0.864 0.063| <0.001 0.741 0.987
Brix23 0.881 0.050| <0.001 0.783 0.979
Brix24 0.845 0.052| <0.001 0.742 0.947
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Koyunlarin farkli kolostral IgG seviyelerine gore farkli brix degerlerinin
sensitivite, spesifite, pozitif prediktif deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD)
analizleri Tablo 4.9-4.12°de sunulmustur.

Tablo 4.11. Kolostrum IgG seviyesi 50 g/L icin sensitivite, spesifite, pozitif prediktif

deger ve negatif prediktif deger sonuglar1

Optimal Brix  Sensitivite ~ Spesifite PPD NPD
Esik Deger (%) (%) (%) (%)
18 333 97.9 50.0 95.8
19 333 96.8 40.0 95.8
20 50.0 95.7 42.9 96.8
21 66.7 93.6 40.0 97.8
22 100.0 89.4 375 100.0
23 100.0 79.8 24.0 100.0
24 100.0 73.4 19.4 100.0

Tablo 4.12. Kolostrum IgG seviyesi 60 g/L icin sensitivite, spesifite, pozitif prediktif

deger ve negatif prediktif deger sonuglar1

Optimal Brix  Sensitivite  Spesifite PPD NPD
Esik Deger (%) (%) (%) (%)
18 33.3 98.9 75.0 93.8
19 44.4 98.9 80.0 94.7
20 55.6 97.8 71.4 95.7
21 77.8 96.7 70.0 97.8
22 100.0 92.3 56.3 100.0
23 100.0 82.4 36.0 100.0
24 100.0 75.8 29.0 100.0
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Tablo 4.13. Kolostrum IgG seviyesi 70 g/L igin sensitivite, spesifite, pozitif prediktif

deger ve negatif prediktif deger sonuglari

Optimal Brix  Sensitivite ~ Spesifite PPD NPD
Esik Deger (%) (%) (%) (%)
18 23.1 98.9 75.0 89.6
19 30.8 98.9 80.0 90.5
20 38.5 97.7 71.4 914
21 61.5 97.7 80.0 94.4
22 92.3 95.4 75.0 98.8
23 100.0 86.2 52.0 100.0
24 100.0 79.3 41.9 100.0

Tablo 4.14. Kolostrum IgG seviyesi 80 g/L icin sensitivite, spesifite, pozitif prediktif

deger ve negatif prediktif deger sonuglari

Optimal Brix  Sensitivite ~ Spesifite PPD NPD
Esik Deger (%) (%) (%) (%)
18 23.5 100.0 100.0 86.5
19 29.4 100.0 100.0 87.4
20 35.3 98.8 85.7 88.2
21 52.9 98.8 90.0 91.1
22 76.5 96.4 81.3 95.2
23 88.2 88.0 60.0 97.3
24 88.2 80.7 48.4 97.1
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5. TARTISMA

Kolostrum kalitesi, igerdigi IgG seviyesi ile dogrudan iliskilidir. Bu yiizden
kolostrum kalitesinin belirlenmesi igin 1gG seviyesinin tespit edilmesi gereklidir.
Kolostrum IgG seviyesinin tespiti i¢in tani araglar1 gelistirilmis olup altin standart
olarak c¢alismalarda RID’un kullanildig1 gozlenmektedir (Sjoberg ve Van Saun,
2021; Tabatabaei ve ark., 2013). Bu ¢alismada da referans metod olarak RID metodu
kullanilmistir. RID ile analiz edilen koyunlarin kolostrum 6rneklerinin IgG seviyesi
ortalama (minimum-maksimum) 156.68+7.23 (41.16-338.02) g/L olarak bulunmus
olup daha once yapilan ¢aligmalarin pek ¢ogundan daha yiiksek bir kolostral IgG
seviyesine sahip oldugu gdézlenmistir. Alves ve ark. (2015) ELISA ile analiz ettikleri
kolostrum Orneklerinin  37.15+3.82 g¢/L IgG igerdigini, RID analizi ile
gerceklestirilen ¢aligmalarda Moretti ve ark. (2010) bir kolostrum bankasmdan elde
edilen Kkolostrumlarda 48.12+5.0 g¢/L, Loste ve ark. (2008) Rasa Aragonesa
koyunlarindan alinan taze kolostrumlarda 64.18 g/L 1gG oldugunu tespit etmislerdir.
Tabatabaei ve ark. (2013) Shaul (62.86+2.48 g/L) ve Lori Bakhtyari (48.82+2.10
g/L) koyunlar1 arasinda kolostral IgG konsantrasyonlarinda onemli farkliliklar
bulmus ve kolostrum kalitesindeki 1k farkliliklarmin  FcRn  genindeki
polimorfizmden kaynaklanabilecegini one strmistiir. Kessler ve ark. (2019) da
koyun wrklarmin kolostrum IgG seviyelerini etkiledigini ve en diisiik IgG seviyesinin
stitgli wklar olan Lacaune ve Dogu Friz’de oldugunu bildirmislerdir. Sjoberg ve Van
Saun (2021)’da Dorset ve Hampshire koyunlarinda yaptiklari calismada Dorset
(160.6+17.4 g/L) wrkinda kolostrumlarin Hampshire (96.6+£14.7 g/L)’e gore onemli
seviyede daha kaliteli oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglar, kolostrum IgG
konsantrasyonundaki varyasyonun, analiz yontemi ve koyun irki dahil olmak {izere
birgok faktdrle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Gilbert ve ark., 1988).

Kolostral IgG seviyesi ik, laktasyon sayisi, yas, saglik durumu, beslenme,
dogum anindaki viicut kondisyon skoru, bir batinda gerceklesen kuzu sayisi, genetik
ve cevresel faktorlerden etkilenebilir (Gilbert ve ark., 1988; Hart ve ark., 2009).

Annenin yas1 ve laktasyon sayisi kolostrumun miktarmi ve kalitesini etkileyebilen
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onemli faktorlerden birisidir. Koyun kolostrumunda laktasyon sayismnm IgG
konsantrasyonu iizerindeki etkisine iligkin sonuglar biraz tartigmalidir. Genel bir
goriis olarak gen¢ koyun ve sigirlara nazaran daha yash hayvanlar yiiksek
immiinoglobulin igerigine sahip kolostrum iiretme potansiyeline sahiptir. Bunun en
Onemli sebebi yasa bagh olarak citflikteki patojenlere maruziyetin artmasidir.
Boylelikle yasli hayvanlarda patojenlere karst immun yanitin daha fazla oldugu bir
gercektir. Bu da dogrudan kolostrum kalitesini etkileyebilmektedir (Aydogdu ve ark.,
2015; Chniter ve ark., 2016; Yilmaz ve Kasik¢i, 2013). Chniter ve ark. (2016)
multipar koyunlarin primipar koyunlara gore daha kaliteli kolostrum firettiklerini
bildirmislerdir. Bu goriisiin aksine Higaki ve ark. (2013) tek kuzulu primipar
(66.2+23.2 g/L) koyunlardan elde edilen kolostrumun protein ve 1gG
konsantrasyonunun, tek kuzulu multipar (51.0£20.9 g/L) koyunlardan elde
edilenlerden daha yuksek (P<0.05) oldugunu belirlemislerdir. Her ne kadar Higaki ve
ark. (2013)’nin ¢aligmasinda kolostrum hacmi belirlenmemis olsa da multipar
koyunlar primipar koyunlardan daha buyuk hacimlerde kolostrum Uretmektedir
(Wohlt ve ark., 1981). Bu nedenle de primipar koyunlarin kolostrumundaki daha
yiiksek protein ve IgG konsantrasyonlari, muhtemelen, diger koyun iklar1 iizerinde
onceki bir ¢calismada tarif edildigi gibi, benzer bir protein ve IgG'nin daha kiigiik bir
kolostrum hacminde yogunlasmasindan kaynaklanmis (Gilbert ve ark., 1988)
olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Higaki ve ark., 2013). Benzer sekilde
Tabatabaei ve ark. (2013) da iki farkli koyun wkinda (Shaul ve Lori Bakhtiyari)
yaptiklar1 calismada primipar koyunlarn kolostrum IgG seviyesinin multipar
koyunlarin kolostrum IgG diizeyinden daha yiiksek oldugunu bildirmisler ve bu
durumun primipar koyunlarda daha diisiik diizeyde kolostrum iiretilmesiyle iliskili
olabilecegini ifade etmislerdir. Alves ve ark. (2015) ve Kessler ve ark (2019) ise
koyunlarda laktasyon sayisinin kolostrum IgG igerigine higbir etkisi bulunmadigini
belirtmislerdir. Brix degerlerinin analizi ile gergeklestirilen bir ¢alismada ise (Torres-
Rovira ve ark., 2017) laktasyon sayismin kolostrum Kkalitesini etkiledigi tespit
edilmigtir. Torres-Rovira ve ark. (2017)’nin yapmis olduklar1 bu ¢alismada, primipar
koyunlar en yiiksek Brix refraktometre degerlerini (%22.6+5.6, P<0.0001)
gosterirken, degerler multipar koyunlar [iKinci laktasyonda en diisiik (%18.8+3.8)
brix degeri elde edilirken, ti¢lincii, dordiincii ve besinci laktasyondaki koyunlarda
kademeli bir artig (sirastyla, %19.1+4.8, %19.5+£5.9 ve %19.7£5.1) belirlenmistir]

arasinda benzerlik gdstermistir. Sunulan bu ¢aligmada multipar (n=71) koyunlarin
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kolostrum IgG seviyesinin primipar (n=29) koyunlarinkinden yiiksek (sirasiyla,
158.2349.01 ve 152.90+11.87 g/L) oldugu belirlenmis ancak istatistiksel bir farklilik
tespit edilmemistir. Ayrica ¢alismamiz optik ve dijital brix refraktometre sonuglar1
acisindan da primipar ve multipar koyunlarin kolostrum kalitelerinin benzer oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonuglarimiz Alves ve ark. (2015) ve Kessler ve ark
(2019)’nin ¢aligmalar1 ile benzer iken Chniter ve ark. (2016), Higaki ve ark. (2013)
ve Tabatabaei ve ark. (2013)’lin sonuglariyla benzerlik gostermemistir. Bu tutarsizlik
muhtemelen 1wk, analiz edilen kolostrum sayisi, beslenme, analiz yontemi ve

kolostrum toplama yontemindeki farkliliklarin bir yansimasi olabilir.

Bir batindaki yavru sayisinin da kolostrum IgG seviyesi lizerinde etkili
olabilecegi belirtilmektedir. Yapilan bir arastirmada ikiz gebelik bulunan koyunlarin
kolostrum Kalitesinin tek kuzuya sahip koyunlara gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Al-Sabbagh, 2009). Higaki ve ark. (2013) multipar ikiz kuzu tasiyan
koyunlarin kolostrum IgG konsantrasyonlarmmin, multipar tek kuzu tasiyan
koyunlarinkinden daha yiiksek (P<0.05) oldugunu belirlemislerdir. Ikiz kuzu tasityan
multipar koyunlarin  kolostrumundaki daha yiiksek IgG konsantrasyonu,
imminoglobulinin -~ koyun  serumundan  kolostruma  tasmmmasmin  arttigini
gostermektedir. Bu, ¢ogul gebeliklerde mevcut immiinoglobulin miktarini artirmak
icin fetlislerden anneye giden bir sinyalin kanit1 olabilir. IgG, ge¢ gebelik sirasinda
koyun serumundan kolostruma aktif olarak tagindigindan, mevcut fetiis sayis1 tasima
hizin1 dogrudan etkileyebilir. Gilbert ve ark. (1988) da koyunlarda bir batinda yavru
sayisinin artist ile kolostral IgG konsantrasyonlarinin arttigini gozlemlemislerdir.
Aksine Alves ve ark. (2015), Kessler ve ark. (2019) ve Sjoberg ve Van Saun (2021)
bir batindaki kuzu sayisinin koyun kolostrumunda IgG konsantrasyonunu
etkilemedigini ifade etmislerdir (P > 0.05). Diger bir arastirmada (Tabatabaei ve ark.,
2013) da tek, ikiz ve li¢iiz kuzuya gebe koyunlarin kolostrum IgG seviyeleri arasinda
onemli bir farkin bulunmadigi rapor edilmistir. Sunulan bu c¢alismada da 6nceki
calismalar (Al-Sabbagh, 2009; Gilbert ve ark., 1988; Higaki ve ark., 2013) ile
uyumlu olarak ikiz kuzu tasiyan koyunlarin kolostrum IgG seviyesinin tek kuzu
tagtyanlardan daha yiiksek (sirasiyla 168.28+17.79, 154.14+7.94) oldugu tespit
edilmis olup istatistiksel farklilik belirlenmemistir. Ancak optik ve dijital brix
refraktometre degerleri agisindan istatistiksel farklilik tespit edilmistir (P<0.05).

Kolostrum kalitelerindeki bu farklilik muhtemelen arastirmacilarin da belirttigi gibi
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gebeligin gec evresinde ikiz kuzu tasiyanlarda anne serumundan kolostruma IgG

gecisginin artmasi ile iligkili olabilir.

Yenidogan kuzularda bagisiklik i¢cin kolostral Ig’lerin pasif transferi ¢ok
onemlidir. Kuzular tarafindan kolostrum yeterli diizeyde alinmaz ise pasif transfer
yetmezlik gelisir. Arastirmalar PTY’ye sahip kuzularda hastalanma ve Olim
oranlarinm arttigni gostermektedir. PTY’in Onlenmesi i¢in kolostrum kalitesi
oldukca oOnemlidir. Kolostrumdaki diisiik antikor diizeyleri kanda yetersiz gama
globulin ile sonu¢lanacak ve boylece kuzularda zayif bagisiklik gozlenecektir. Bu
yiizden, kolostrum kalitesinin erken tespiti gereklidir. Kolostrumdaki Ig’lerin analizi
zaman alici, maliyetli ve kullanilan reaktifler kisa raf odmriine sahip oldugundan,
hizli, basit ve ciftlikte veteriner hekim veya hayvan sahibi tarafindan da
uygulanabilen alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Immiinoglobulin analizi
icin yaygin metodlar (RID, ELISA) kullanildiginda, bilgi elde edilene kadar kuzunun
immiinoglobulinleri emme yeteneginin kaybedilmis olmas1 miimkiindiir (Aydogdu
ve ark., 2015; Zarilli ve ark., 2003). Kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in g¢esitli
tan1 araglar1 gelistirilmistir. Bu tan1 araglari, direk kolostrumdaki Ig seviyesini analiz
edebilen ya da indirek olarak kolostrumun 6zgiill agirhgi, yogunlugu veya
viskozitesinin Ig konsantrasyonuna gore degisebilen fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerindeki degisime dayali olarak Ig konsantrasyonun tahmin edilebimesi ile
ilgili bilgiler sunmaktadir (Ahmann ve ark., 2021; Becke ve Martlbauer, 2016; Bellof
ve Granz, 2019). Ciftlik sartlarinda kullanilacak tani aracglarmnm, kullanimi kolay
olmali, hizl1 ve dogru sonu¢ vermeli ve maliyeti de uygun olmalidir (Ahmann ve
ark., 2021; Bartens ve ark 2016; Bielmann ve ark., 2010; Gapper ve ark., 2007;
Zarilli ve ark., 2003). Bundan dolay1 altin standart olarak belirtilen bu metodlarin
(RID, ELISA) yerine brix refraktometreler kullanilmis ve basarili sonucglar da elde
edilmistir. Bu konuda sigirlarda yapilmis ¢ok sayida ¢aligma (Bartier ve ark 2015;
Bielmann ve ark., 2010; Elsohaby ve ark., 2017; Elsohaby ve ark., 2018; Johnsen ve
ark., 2019; Quigley ve ark., 2013) olmasina karsin koyun kolostrumlarinin kalitesinin
belirlenmesi i¢in smirh sayida ¢alisma (Kessler ve ark., 2021; Sjoberg ve Van Saun,
2021; Torres-Rovira ve ark., 2017) gerceklestirilmistir. Koyunlarda yapilan bu
calismalarda kolostrum kalitesinin tespiti i¢in kesin bir cut-off degerine ulasilamadigi

da gozlenmektedir.
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Refraktometreler kolostrumdaki Ig konsantrasyonunun 6l¢ciimu igin indirek
bir aractir ve sivilardaki ¢oziinmiis maddelerin konsantrasyonunu &lgmektedir.
Kirilma indeksini belirlemek i¢in refraktometre kullanildiginda bize sivinin
yogunlugu hakkinda ¢ikarimlar yapmaya olanak saglar. Bilesenlerin konsantrasyonu
(6rnegin Ig), sivinin (6rnegin kolostrum) yogunlugunu etkiler. Bu nedenle,
yogunlugu oOlcerek, bilesenlerin konsantrasyonu hakkinda sonuglar ¢ikarilabilir
(Quigley ve ark., 2013; Schneider ve Wehrend, 2019). Bir sivinin yogunlugu
sicakhigina baglhidir ve artan sicaklikla yogunlugu azalir (Nandi, 2020). Bu nedenle,
kolostrumun sicakligi sonucu etkileyebilir. Ancak ginumizde refraktometrelerin
cogu, sicaklik icin otomatik kompanzasyon icermektedir (Puppel ve ark., 2019).
Sjoberg ve Van Saun (2021) koyun kolostrumlarmin isitilmasinin brix degerine
higbir etkisinin olmadigini bildirmistir. Bunun yaninda, kolostrum numunelerinin
dondurulmasi1 ve ¢Ozdiiriilmesinin de Brix refraktometrelerinin - okumasini
degistirmedigi bildirilmektedir (Bielmann ve ark., 2010). Zobel ve ark. (2020) kegi
kolostrumlarinda taze ve donmus numuneler i¢in dijital brix degerlerinin gii¢li bir
sekilde iliskili ve yiiksek oranda tekrarlanabilir oldugunu tespit etmislerdir. Sunulan
bu calismada da bu yiizden taze kolostrumlar degerlendirilmemis olup tiim
numunelerin ayni anda degerlendirilebilmesi i¢in numuneler dondurulmustur.
Refraktometreler, Brix degerinin kuru madde yiizdesi oranina karsilik geldigi % Brix
olarak ifade edilen sonuglar1 saglamaktadirlar (Quigley ve ark., 2013; Schneider ve
Wehrend, 2019). Kolostrumdaki 1lg konsantrasyonu d&lglilmeden  6nce,
refraktometreler esas olarak kan serumundaki Ig seviyelerini dlgmek igin
kullanilmiglardir. Bu nedenle refraktometreler, PTY olasiligini incelemek igin de
kullanilabilmektedirler (Geiger, 2020). Bazi c¢aligmalar, kolostrumdaki IgG
konsantrasyonunu belirlemek icin hem optik hem de dijital refraktometrelerin
uygunlugunu arastirirken (Bielmann ve ark., 2010; Elsohaby ve ark., 2017; Zobel ve
ark., 2020), digerlerinde sadece bir tip refraktometre kullanmistir (Bartier ve ark.,
2015; Elsohaby ve ark., 2018; Johnsen ve ark., 2019; Quigley ve ark., 2013).

Sigir ve kecilerde yapilan ¢ogu ¢alismada, RID ile elde edilen dlclimler ile
hem optik hem de dijital refraktometreler arasinda yaklasik 0.7'lik bir korelasyon
gosterilmistir (Bielmann ve ark., 2010; Elsohaby ve ark., 2017; Johnsen ve ark.,
2019; Zobel ve ark., 2020). Elsohaby ve ark. (2017) ve Bielmann ve ark. (2010), RID

ve dijital refraktometre ile belirlenen konsantrasyonlar arasmnda (sirastyla r=0.72 ve
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r=0.73), optik refraktometreden (her iki g¢aligmada da r=0.71) daha yiiksek
korelasyonlar belirlemistir. Zobel ve ark. (2020) ise kegilerde yaptiklar1 ¢alismada
RID ile optik refraktometre (r=0.73) arasinda dijital refraktometreden (r=0.71) daha
yiiksek bir korelasyon tespit etmislerdir. Bu deger Elsohaby ve ark. (2018) (n=60)
tarafindan dogrulanirken, Quigley ve ark. (2013) biraz daha yuksek bir korelasyon
hesaplamistir (r=0.75; n=183). Diger taraftan Bartier ve ark. (2015), RID kullanilarak
tespit edilen 1gG konsantrasyonlar ile dijital refraktometre (n=460) arasinda daha
diistik bir korelasyon (r=0.64) belirlemislerdir. Koyunlarda gerceklestirilen ve 6zeti
sunulan giincel bir ¢alismada (Sjoberg ve Van Saun, 2021) ise RID ile brix
refraktometre arasinda diliisyon sonrasi giiclii bir korelasyonun oldugu ifade
edilmistir. Sunulan bu ¢aligmada inek ve kecilerde yapilan caligmalara benzer sekilde
RID ile optik (r=0.704) ve dijital (r=0.643) brix refraktometreler arasinda onemli

(P<0.001) korelasyonun oldugu gézlenmistir.

Bielmann ve ark. (2010) sigir kolostrumlarinda ve Zobel ve ark. (2020) kegi
kolostrumlarinda iki refraktometre tipi aracilifiyla belirledikleri Ig konsantrasyonlari
arasinda giiclii korelasyonlarin gozlendigini ifade etmislerdir. Bielmann ve ark.
(2010) taze kolostrum icin 0.98 (P<0.001) ve donmus kolostrum i¢in 0.97 (P<0.001)
bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Taze kolostrum i¢in Zobel ve ark. (2020),
dijital ve optik refraktometre araciligiyla alinan Olglimler arasinda benzer bir
korelasyon bulmuslardir (r=0.99, P<0.0001). Ayrica Bartens ve ark. (2016), her iki
refraktometre tipinin gozlemci i¢i giivenilirligini arastirmiglardir. Sinif i¢i korelasyon
katsayilar1 optik ve dijital refraktometre i¢in sirasiyla 0.97 (giiven araligi (CI1)=0.95-
0.98) ve 0.98 (C1=0.97-0.99) olarak belirlenmistir. Sunulan bu ¢alismada da donmus
kolostrum 6rneklerinde benzer sekilde iki refraktometre tipi arasinda gUgli bir
korelasyonun (r=0.98, P<0.001) bulundugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda hem daha uygun maliyetli hem de daha saglam olan optik
refraktometrenin dijital refraktometre yerine kullanilmasmin daha mantikli olacagi

degerlendirilmistir.

Kuzularda bagarili bir pasif bagisiklik transferi elde etmek igin yeterince
yiiksek kaliteli kolostrum tiiketmesini saglamak, yenidoganlarda saglik risklerini ve
Olim oranlarmi azaltmak ic¢in kritik Oneme sahiptir. Kolostrum Kkalitesini

degerlendirmek i¢in ¢esitli araglarm kullanilabilecegi sigirlardaki durumun aksine,
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koyun kolostrumunu kolayca nicel olarak degerlendirmek icin ¢ok az firsat
mevcuttur (Agenbag ve ark., 2021; Sjoberg ve Van Saun, 2021). Brix refraktometre
sigir (Bielmann ve ark., 2010; Chigerwe ve ark., 2008; Elsohaby ve ark., 2017) ve
kecilerinde (Zobel ve ark., 2020) kolostrum immunoglobin (IgG) konsantrasyonunu
degerlendirmek i¢in dogrulanmigtir. Ancak yapilan arastirmalarda koyunlarda
kolostrum Kkalitesinin RID metodu referansi ile brix refraktometre kullanilarak
belirlenmesi i¢in yeterli arastrma bulunmamaktadir (Agenbag ve ark., 2021).
Kolostrum bilesimi olduk¢a degisken olabilir ve ¢esitli faktorlerden etkilenebilir.
Immiinoglobulinler, dzellikle IgG, kolostrumun dnemli bir bilesenidir ve miktar1 ile
tespit edilebilirligi yenidogan tarafindan edinilen bagisiklik derecesini etkileyebilir
(Agenbag ve ark., 2021; Pisello ve ark., 2021; Puppel ve ark., 2019; Stelwagen ve
ark., 2009). Bu nedenle, imminoglobulin konsantrasyonu, kolostrum kalitesinin
Olcistidur.  Kolostrum  Kalitesi, siitgi  sigirlarda  >50 g/L kolostrum 1gG
konsantrasyonu olarak kabul edilmisken (Morrill ve ark., 2012) ve koyunlarda >20
g/L oldugu one siirilmistiir (Kessler ve ark., 2021). Kessler ve ark. (2021) koyun
kolostrumu i¢in literatiirde herhangi bir IgG esigi tanimlanmadigi i¢in ¢esitli
literatUrleri baz alarak (Alves ve ark., 2015; Mellor ve Murray, 1986) bir esik tahmin
etmislerdir. Kessler ve ark. (2021) koyunlar i¢in >20 g/L kolostrum IgG igerigini
onerdikleri ¢alismasinda 1gG analizinin  ELISA metoduyla gergeklestirildigi
gozlenmektedir Ancak kolostrum IgG miktar1 analizlerden oldukc¢a etkilenebilir.
ELISA ile yapilan IgG Olglimlerinin radyal immiinodifiizyon analizine gore daha
diistik degerler ortaya koydugu unutulmamahdir (Dunn ve ark., 2018; Gelsinger ve
ark., 2015). Zobel ve ark. (2020) keg¢i kolostrumlarinda farkli metodlar ile IgG
analizi yaptiklar1 ¢alismasinda ELISA’nin diisiik test performans 6l¢timleri verdigini
ve altin standart RID testi ile zayif bir sekilde iliskili oldugu ifade etmislerdir. Ayni
calismada (Zobel ve ark., 2020) ke¢i kolostrumlarindaki ortalama (+SD) IgG miktar1
ELISA analizinde 20.7+11.3 g/L iken, RID analizinde 63.8+35.4 ¢g/L olarak
belirlenmistir. Koyunlarda kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in altin standart
olarak RID testi kullanilarak yapilan ve 6zeti sunulmus bir ¢aligmada (Sjoberg ve
Van Saun, 2021) ise kuzularda bagisikligin basarili pasif transferi i¢in uygun goriilen
kolostrum 1gG konsantrasyonunun 80 g/L oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, farkli
calismalarin sonuglarmi karsilastirirken dikkatli olunmalidir. Sunulan bu ¢alismada
RID testi kullanilarak analizleri gerceklestirilen 100 kolostrum numunesinin

hi¢birinde 20 g/L ve altinda bir sonu¢ elde edilmemistir. Calismamizda minimum
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kolostrum IgG degeri 41.16 g/L olarak belirlenmistir. Bu yiizden koyunlarda kaliteli
kolostrum i¢in yeni bir IgG esik degerinin tanimlanmasi gerektigi degerlendirilmistir.
Sunulan bu ¢alismada kaliteli kolostrum i¢in 4 farkl esik IgG degeri 50, 60, 70 ve 80
g/L olarak belirlenmis ve farkl brix (18-24) degerleri kullanilarak uygun esik deger
belirlenmeye calisilmistir. Bielmann ve ark. (2010), sigirlarda 50 g/L 1gG
konsantrasyonu kullanilarak kolostrum kalitesinin saptanmasi igin %22 'lik bir
optimal esik belirlemistir. Sigirlarda yapilan sonraki ¢alismalarda refraktometreler
icin farkli kesme noktalar1 rapor edilmistir. Ornegin, Bartens ve ark. (2016) optik
refraktometre icin optimum bir esik deger olan %27 hesaplamistir; bu deger Dunn ve
ark. (2018) (%27.3) tarafindan Onerilen degere benzerdir. Bartens ve ark. (2016)
dijital refraktometre igin %23.4 esik deger elde etmislerdir; Bartier ve ark. (2015)
(%23) Bielmann ve ark. (2010) (%22), Chigerwe ve ark. (2008) (%22), ve Elsohaby
ve ark. (2017) (%24) tarafindan yapilan ¢alismalarda benzer degerler bulunmustur.
Bununla birlikte, diger ¢alismalar da %20.6 ve %21.9 (Johnsen ve ark., 2019;
Kritzinger, 2017) gibi daha diisiikk esik degerler de tamimlanmaktadir. Tim
caligmalarda en sik kullanilan esik deger %22 olmakla birlikte, 50 g/L 1gG
konsantrasyonuna  sahip  kolostrumun  saptanmasinda  refraktometrelerin
dogrulugunun bir meta-analizi, %22 'lik bir esik degerin 6nemli sayida yanlis negatif
numuneye yol agtigini1 gdstermistir (Buczinski ve Vandeweerd, 2016). Yanls
negatiflerin bu yaygnhgi, Kkaliteli kolostrum prevalansi yiiksek oldugunda 6zellikle
yuksek goriinmektedir. Sonug olarak, %22 'lik bir esik deger, numune yeterli bir 1IgG
seviyesi igerse bile, diisiikk kolostrum derecelendirmelerine yol acabilir (Ahmann ve
ark., 2021). Kegilerde yapilan caligmalarda ise 20 g/L IgG degeri kullanilarak
kolostrum kalitesinin belirlenmesi i¢in ideal brix degerinin Kessler ve ark. (2021)
tarafindan %20.7 ve Zobel ve ark. (2020) tarafindan ise %19 oldugu Onerilmistir.
Torres-Rovira ve ark. (2017), koyunlarda kolostrum IgG konsantrasyonunun tahmini
icin dijital Brix refraktometrenin kullanimini degerlendirerek, bunun kolostrum
kalitesini degerlendirmek i¢in yararli bir yontem oldugunu bildirmistir; ancak bu
caligmada kolostrum IgG analizi yapilmadig: i¢cin onceki ¢aligmalarin verileri baz
alinarak tahmini esik degerine gore bir degerlendirme (<%18 uygun olmayan, %?21-
22 uygun) gergeklestirmislerdir. Kessler ve ark. (2021) koyun kolostrumlarinda brix
Olcimlerinin en yiiksek dogrulugu igin optimum esik degerinin %26.5 [%75
Sensitivite (Se) ve %91.3 Spesifite (Sp)] oldugunu belirtmislerdir. Sjoberg ve Van

Saun, (2021) ise kolostrum kalitesi olarak IgG konsantrasyonunun 80 g/L. oldugunu
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ifade etmigler ve bu IgG konsantrasyonunu saglamak i¢in Brix refraktometre
okumasmmun %90.5 sensitivite, %58.6 spesifite, %73.6 pozitif prediktif deger ve
%82.9 negatif prediktif deger ile %35 olarak tespit etmislerdir. Bu deger sigir ve
kegiler igin bildirilen degerlerin oldukga {izerindedir. Sunulan bu ¢alismada optimal
brix degerinin ROC egrisi analizine gore en yliksek AUC degerleri ile birlikte
sentitivite ve spesifitelerine gore 50 g/L (0.947 AUC, %100 Se ve %89.4 Sp), 60 g/L
(0.962 AUC, %100 Se ve %92.3 Sp) ve 70 g/L (0.939 AUC, %92.3 Se ve %95.4 Sp)
IgG esik degeri i¢in %22, 80 g/L (0.881 AUC, %88.2 Se ve %88.0 Sp) icin ise % 23
oldugu tespit edilmistir. Belirlemis oldugumuz bu sonu¢ Torres-Rovira ve ark.
(2017)’na gore benzerlik gosterirken, Kessler ve ark. (2021) ve Sjoberg ve Van Saun
(2021)’na gore diisiik diizeydedir. Sjoberg ve Van Saun (2021) yaptiklar1 caligmada
koyunlarin kolostrumlarmin olduk¢a viskoz oldugunu ve ham kolostrum kullanilarak
Olciilen kolostrum IgG konsantrasyonu ile Brix degeri arasindaki iliskinin diisiik
(r2=0.158, P=0.0039) saptandigini bildirmislerdir. Bu yiizden de Brix'i 6lgmek i¢in
seyreltilmis numuneler kullanilmis ve ardindan orijinal konsantrasyonun geri
hesaplanmasi ile daha gii¢lii bir iliskinin bulundugu (r2=0.68, P<0.001) ifade
edilmistir.  Stitgti  inek ve Kkecilerinde kolostrum IgG konsantrasyonunu
degerlendirmek i¢in Brix refraktometrenin kullannomin1 degerlendiren Onceki
calismalarin aksine, refraktometre okumasmi engelleyen yiiksek derecede viskoz
kolostrum bulgusu bildirilmemistir. Sjoberg ve Van Saun (2021) bundan dolay1 etci
sigir veya et¢i koyun klar1 gibi daha diisiik kolostrum hacmine sahip tiirlerin Brix
refraktometresinin  dogru  degerlendirilmesi i¢cin  kolostrum numunelerinin
seyreltilmesinin gerekebilecegini ifade etmislerdir. Calismamiz sonug¢larmin Sjoberg
ve Van Saun (2021) ve Kessler ve ark. (2021)’nin sonuglar1 ile benzerlik
gostermemesi c¢aligmalarda kullanilan wrklarin farkli olmalari ile iliskili olarak daha

viskoz bir kolostrum tiretmelerinden kaynaklanmais olabilir.

Calismamizda kullanilan refraktometrelerin ~ Olgiim  araliklart  optik
refraktometre igin 0-32 ve dijital refraktometre igin 0-85°dir. Optik refraktometre
analizi swasmnda iist Olclim limitini agmasi nedeniyle 17 numunenin analizi
sulandirma yapildiktan sonra orijinal konsantrasyonlarm geri hesaplanmasi ile
gerceklestirilmistir. Bilimsel aragtirmalar gibi sayisal degerlerin elde edilmesi
amaciyla yapilacak caligmalarda daha yiiksek bir Olciim araligma sahip dijital

refraktometrelerin kullanilmasi diliisyon gibi ek bir is glicii gerektirmemesi agisindan
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fayda saglayabilir. Ancak c¢alismamiz sonuglart degerlendirildiginde ¢iftlik
ortaminda koyun kolostrumlarmin kaliteli olup olmadig belirlemek i¢in optimal egik
olarak 9%22-23 degerleri kullanilacagi ig¢in kolostrum numunelerinin %32’yi
asmasinin kalite gostergesi olmasi nedeniyle hizli, kolay ve daha uygun maliyet

acisindan dijital refraktometreye gore daha uygun olabilecegi degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma, optik ve dijital Brix refraktometrelerin, koyun kolostrum
kalitesinin tespiti icin degerli bir yontem oldugunu, birkag damla numune
kullanilarak koyunlarda kolostrum kalitesinin belirlenmesi amaciyla ¢iftlik sartlari
icin kabul edilebilir bir arag olarak giivenle kullanilabilecegini gostermistir. Caligma
sonuglarma gore koyunlarda kolostrum kalitesinin tahmini i¢in %22’°lik bir brix
degerinin kullanilmasi gerektigi kanaatine varildi. Ancak koyunlarda sigirlar gibi
kaliteli kolostrum i¢in kesin bir esik degerin belirlenmemis olmas1 nedeniyle bunlari
tam olarak nitelendirmek i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu nedenle
sonuglar yorumlanirken bazi faktorler dikkate alinmalidir. lk olarak, koyunlar igin
"iy1 kaliteli" kolostrum i¢in kesin bir esik belirlenmediginden, bu ¢alismada inekler
icin kullanilan (50 g/L IgG) esik deger ile birlikte bu degerden daha yiiksek 3 esik
degeri potansiyel esik deger olarak belirlenmistir. Yeterli pasif bagisiklik transferini
saglamak icin bu degerlerden herhangi biri ile koyun kolostrumunun etkinliginin
dogrulamasmimn ihtiya¢ oldugu bir gercektir. Ikinci olarak sigirlarda farkl wklara ait
brix degerine yonelik ¢alismalar yapilmig olmasina karsmn farkli koyun wklarma
yonelik (et¢i veye siit¢li Ozelliklerde) calismalarin da yapilmasi gerektigi ve
farkliliklarin ortaya konulmasinin bir ihtiya¢ oldugu da degerlendirilmistir. Bunun
yaninda kolostrum kalitesinin belirlenmesine yonelik pek ¢cok ¢alismada numunelerin
1 ya da 2 kaynaktan alindigi goézlenmis ve bundan dolayr koyun kolostrum
kalitesindeki esik deger ya da araligin daha iyi anlagilmasi i¢in yeni planlanan

calismalarin daha fazla ciftligi icermesi gerektigi diisiiniilmiistiir.
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