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Bu calismada Corynebacterium pseudotuberculosis’e kars1 gelistirilecek asilarda Bakterin ve/veya
Toksoid formulasyonlarmin karsilastirilip, hangisinin daha etkin koruma saglayacagi test edildi.
Caligmada 2022 yilinda 20 adet kiigiikbas (koyun ve kegi) hayvandan saha ve kesimhaneden alinan
apse iceriklerinden klasik tiplendirme ve molekiiler yontemlerle C. pseudotuberculosis izolasyonu ve
identifikasyonu yapilip, standart sus ile karsilastirildi. Kullanilacak izolat ve geling susu belirlendikten
sonra deney hayvanlarina enjeksiyonlar yapilip, Minimum Letal Doz belirlenip hem deney
hayvanlarinda hem de hedef hayvanda (koyun) ¢eling ¢alismalart yapildi. Celing sonucunda koruma
dozlar1 belirlenip farkli formulasyonlar hazirlandi. Bu formulasyonlarla deney hayvanlarinda ve hedef
hayvanda hiperimmunizasyon programina uygun sekilde immunizasyon yapilip, kan serumlar1 alind1.
Inaktif edilen iiriiniin bekletildikten sonra kullanilmas: icin formulasyonunu yapmak amaciyla Antijen
Enzim Linked Immunosorbent Assay (ELISA), asilama sonrasinda da hayvanlarda koruma saglayip
saglamadigini anlamak amaciyla Antikor ELISA ¢alismalart yapildi. Bu ¢alismada izole edilen 20
adet numuneden 8 adet numunenin C. pseudotuberculosis oldugu klasik tiplendirme, molekiiler
yontemlerle identifiye edildi. 8 adet izolata yapilan hemolitik unit testi sonucunda en yiiksek titreye
sahip Sanlurfa 2 susu izolat olarak belirlendi Bu sus, filogenetik tiir tayini i¢in numune olarak
gonderildi ve % 99.52 oraninda C.pseudotuberculosis oldugu dogrulandi. MLD c¢alismalarinda fare,
tavsan ve kobaylara Bakteri, Bakteri + Toksin, Toksin formulasyonlari enjekte edilerek koruma dozu
belirlendi, koruma dozunun 10 MLD dozu ¢eling dozu olarak uygulandi. Farelerde koruma dozu en
yiiksek Bakteri + Toksin formulasyonunda 5 x 10** MLDsy/ml, kobaylarda koruma dozu en yiiksek
Bakteri + Toksin formulasyonunda 5x 10*° MLDs,/ml, tavsanlarda koruma dozu en yiiksek Bakteri +
Toksin formulasyonunda 5 x 103% MLDsy/ml olarak bulundu. Celing ¢alismalarinda her bir deney
hayvani i¢in 10 MLDs, kullanildi. Her bir hayvan igin 10"den 10" ‘a kadar Bakteri, Bakteri +
Toksin, Toksin formulasyonlar1 hazirlanip fare, kobay ve tavsanlara uygulandi. En yiiksek koruma
Bakteri + Toksin formulasyonunda bulunmus olup, farelerde bu deger 1 x 10”', kobaylarda ve
tavsanlarda 1 x 10** bulundu. Antijen ELISA sonucunda da en yiiksek antijen miktaria sahip olan
Bakteri + Toksin kiiltlir formulasyonunun yeni iiretilen antijende oldugu goriildii. Bu antijen standart
antijen olarak belirlenmistir. 2 farkli seri daha antijen iretilerek standart antijen ile karsilastirilip,
serilerin konsantre veya diliie edilecegine karar verildi. Hedef hayvanlarda ¢eling ¢calismalar: Bakteri
+ Toksin formulasyonu (1 x 10*") ile yapildi. Celing dozu olarak 1 x 10" CFU/ml epriivasyon yapildi.
Epriivasyon sonucunda 0. Giin, 14. Giin ve 28. Giin 5 adet koyunun kanlar1 alinarak antikor ELISA
yapildi. Bakteri Kaplamada 0. giin hi¢ antikor olmadigi, minimum antikor 14. giinde alind1 ve
1/64°tiir. Toksin Kaplamada ise minimum antikor yine 14. giinde alinmis olup, 1/128’dir. Sonug
olarak hayvanlarda Bakteri + Toksin kiiltiiri formulasyonunun koruma sagladigi, antikor olusturdugu
gorildi.

ANAHTAR KELIMELER: Antijen ELISA, Antikor ELISA, Corynebacterium pseudotuberculosis,
¢eling, kazedz lenfadenit
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In this study, Bacterin and / or Toxoid formulations were compared in vaccines to be developed
against Corynebacterium pseudotuberculosis and tested which one would provide more effective
protection. In the study, C. pseudotuberculosis was isolated and identified from the abscess contents
of 20 ovine (sheep and goat) animals taken from the field and slaughterhouse in 2022 by classical
typing and molecular methods and compared with the standard strain. After determining the isolate
and strain to be used, injections were made into experimental animals, the Minimum Lethal Dose was
determined and pelleting studies were performed in both experimental animals and the target animal
(sheep). As a result of chelicin, protection doses were determined and different formulations were
prepared. With these formulations, immunization was performed in experimental animals and target
animals in accordance with the hyperimmunization program and blood sera were taken. Antigen
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) studies were performed to formulate the inactivated
product for use after waiting, and Antibody ELISA studies were performed to determine whether it
provides protection in animals after vaccination. Of the 20 samples isolated in this study, 8 samples
were identified as C. pseudotuberculosis by classical typing and molecular methods. As a result of the
hemolytic unit test performed on § isolates, Sanliurfa 2 strain was determined as the isolate with the
highest titer. This strain was sent as a sample for phylogenetic species determination and confirmed to
be C.pseudotuberculosis with 99.52%. In MLD studies, protection dose was determined by injecting
Bacteria, Bacteria + Toxin, Toxin formulations into mice, rabbits and guinea pigs, and 10 MLD dose
of the protection dose was applied as a steel dose. The highest protection dose in mice was 5 x 10**
MLDsy/ml in Bacteria + Toxin formulation, the highest protection dose in guinea pigs was 5 x
10°® MLDjsy/ml in Bacteria + Toxin formulation, the highest protection dose in rabbits was 5 x 10**
MLDsy/ml in Bacteria + Toxin formulation. In the chelinc studies, 10 MLDs, was used for each
experimental animal. Bacteria, Bacteria + Toxin, Toxin formulations from 107 to 10™'° were prepared
for each animal and applied to mice, guinea pigs and rabbits. The highest protection was found in the
Bacteria + Toxin formulation and this value was 1 x 10%" in mice, 1 x 10%% in guinea pigs and rabbits.
Antigen ELISA showed that the highest amount of antigen was found in the newly produced antigen
of the Bacteria + Toxin culture formulation. This antigen was determined as the standard antigen. 2
more series of antigens were produced and compared with the standard antigen and it was decided
whether to concentrate or dilute the series. Challengestudies in target animals were performed with
Bacteria + Toxin formulation (1 x 10”"). Epruvation was performed at a dose of 1 x 10" CFU/ml.
Antibody ELISA was performed by taking the blood of 5 sheep on Day 0, Day 14 and Day 28 as a
result of epruvation. In Bacterial Coating, there was no antibody on day 0, the minimum antibody was
obtained on day 14 and it was 1/64. In Toxin Coating, the minimum antibody was again taken on the
14th day and it was 1/128. As a result, it was observed that the Bacteria + Toxin culture formulation
provided protection and produced antibodies in animals.

KEYWORDS: Antigen ELISA, Antibody ELISA, Corynebacterium pseudotuberculosis, challenge,
caseous lymphadenitis
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GIRIS Miizeyyen DEMIR

1. GIRIS

Corynebacterium pseudotuberculosis; Tim diinyada koyun ve kegilerde
yaygin olarak goriilen, periferik lenf diiglimleri ve akcigerlerde apse olusumu ile
karakterize olan Kazedz Lenfadenit'e (KLA) neden olur. Etkenin hayvanlarin
bulundugu ortamda bulunmasi, enfekte hayvanlar ve/veya kontamine malzeme ve
ekipmanlar yoluyla siirtideki diger hayvanlara sinsice yayilmasinda Onemlidir.
Hastalikli hayvanlarda yiin kalitesinin bozulmasi, apselere bagli olarak karkas
kalitesinin diismesi ve siit veriminin azalmasi nedeniyle ekonomik kayiplar meydana

gelir.

Gram pozitif bir kokobasil olan C. pseudotuberculosis, cogunlukla kiigiikbag
hayvanlarda ve farkli memeli tiirlerinde (at, lama, alpaka ve bizon) kronik
enfeksiyonlara neden olur. Nadir olmasina ragmen insanlarda potansiyel zoonoz

olarak birkag¢ vaka rapor edilmistir.

KLA, kiigiikbas hayvanlarda (koyun ve keg¢i) periferik lenf diiglimleri, deri
alt1 dokular ve i¢ organlarda apse olusumu ile karakterize, ekonomik agidan énemli,
zoonotik, kronik bir enfeksiyondur. Ajan, apse olusumu icin gerekli olan
sfingomiyelinaz aktivitesine sahip ve 31.4 kDa olan fosfolipaz D (PLD) adli bir
ekzotoksin iiretir. KLA antibakteriyel ilaglarla tedavi edilemez ve c¢ogunlukla
semptomatik veya acilmis apseler tedavi edildiginden cerrahi miidahale ve

dezenfeksiyon tedaviden daha 6nemlidir.

Stiriide kotii yonetim, asir1 niifus, yetersiz hijyen, barimak ve meralarin
kontamine olmasi, siiriide primer veya sekonder enfeksiyonlarin varligi gibi gesitli
predispozan faktorler hastaligin goriilme sikligini arttirabilmektedir. KLA'nin ¢ok
hizli bulagsmasi/yayilmasi nedeniyle siiriiye verildiginde hastaligin 6nlenmesi ¢ok
zordur. Bu nedenle hastalikla miicadele etmek ve goriilme sikligim1 azaltmak

amaciyla cesitli as1 gelistirme ¢alismalar yiiriitiilmektedir.

Bu calismada da, C. pseudotuberculosis enfeksiyonuna karsi gelistirilecek
farkli a1 formulasyonlarinin (Bakteri, Bakteri + Toksin, Toksin) karsilastirilip, hangi

formulasyonun daha etkin koruma sagladiginin gosterilmesi planlanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Tanim

Piiriilan yiizeysel lenf bezlerinin yirtilmasi ve dis diinyaya agilmasi nedeniyle
"catlak" olarak bilinen kazedz lenfadenit (KLA), koyunlarda kronik seyretmesi ve
asir1 kilo kaybma yol agmasi nedeniyle "ince koyun sendromu" olarak da
bilinmektedir. Corynebacterium pseudotuberculosis (C. ovis)'in neden oldugu C.
pseudotuberculosis dzellikle koyun ve kegilerde hem dis hem de i¢ formlarda kronik

olarak seyreder (Izgiir ve ark., 1999).

KLA; ekonomik a¢idan 6nemli bir enfeksiyondur, ¢linkii dogurganlik, cilt ve
yiin kalitesinin bozulmasina, et ve siit liretiminin azalmasima ve gen¢ hayvanlarin
6liimiine neden olur. Her ne kadar koyun ve kegiler C. pseudotuberculosis 'in birincil
rezervuarlart olsa da patojen ayni zamanda atlardan, sigirlardan ve insanlardan da
izole edilmistir (Peel ve ark., 1997).

Psedotuberkiiloz basilinin miikemmel parazitik 6zelliklere sahip oldugu ve
bagisiklik sisteminden kolayca kagarak konake¢i viicudunda basarili bir sekilde
kolonileserek kronik enfeksiyona ancak nadiren 6liime neden oldugu ve patojenin
cevresel kosullar altinda uzun siire hayatta kalabildigi bildirilmektedir. Bu 6zelligi
nedeniyle, C. pseudotuberculosis'in neden oldugu kiime enfeksiyonlarini tanimlamak
icin genellikle "yok etmek" yerine "miicadele" terimi kullanilir (Fontaine ve ark.,
2006). Koyun yetistiriciligi et, siit, kil, ylin ve bunlardan elde edilen {iriinlerin insan
tiketimine sunulmasi amaciyla diinyanin bir¢cok iilkesinde yaygin olarak
uygulanmakta olup ekonomik acidan da 6nem tasimaktadir. Birlesmis Milletler Gida
ve Tarim Orgiiti'ne (FAO) gore diinyadaki koyun popiilasyonunun 1 milyar

civarinda oldugu, Tiirkiye'de ise 23,08 milyon civarinda oldugu belirtilmektedir.

Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun (TUIK) 2023 verilerine gore 42 milyon 60 bin
koyun, 10 milyon 303 bin’de keci bulunmaktadir. Koyun sayisinda, 2023 yilinda bir
onceki yila gore % 5,9 oraninda, keci sayisinda ise bir onceki yila gore % 11
oraninda azalma olmustur. 2024 yilina ait koyun ve keci sayilarinin resmi verileri
heniiz agiklanmamstir (TUIK, 2023).

Tiirkiye genelinde KLA’nin goriilme sikligina iligkin epidemiyolojik
caligmalar yapilmasina ragmen iilke capinda yeterli ¢calisma yapilmamistir. Ancak
farkli bolgelerde yapilan ¢aligmalar bu durumun 6zellikle koyun siiriilerinde yaygin

oldugunu gostermistir (Cetinkaya ve ark., 2002).

2
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Antibiyotikler bu hastaligin tedavisinde etkili degildir ¢iinkii C.
pseudotuberculosis, bagisiklik sisteminin yikici etkilerinden kaginmak i¢in konagin
istilasi iizerine kapali duvar kapsiilleri olusturan hiicre i¢i bir patojendir. Tedavi sansi
diisiik oldugundan enfeksiyonun siiriideki koyunlarin ¢ogunluguna yayilma olasiligi
yuksektir. Enfeksiyonu onlemek icin as1 kullanimi ve hijyen kurallar1 6zellikle
onemlidir (Magdy ve ark., 2010).

Asilar, KLA'ya kars1 immiinoprofilaktik koruma saglamak i¢in kullanilir ve
bakterinin tiim antijenleri, zayiflatilmis veya inaktive edilmis C. pseudotuberculosis
suslari, kiiltiir siipernatanlarindan izole edilen antijenler ve DNA asilar1 gibi ¢esitli
asilar gelistirilmistir. Ancak heniiz %100 etkili bir as1 formiilii gelistirilemediginden
farkl1 bolgelerden izolatlarin farklilik gosterebilecegi, asilarin hedef asilama
bolgesinden izole edilen suslar kullanilarak hazirlanmasi gerektigi belirtilmistir
(Fontaine ve ark., 2006).

Rekombinant DNA teknolojisi, rekombinant protein iiretmek i¢in kullanilan
tastyict bakterilerin hizli ¢ogalmasi, kullanilan ortamin ekonomik olmasi, hedef
rekombinant proteinin uygun kosullar mevcut oldugu takdirde istenilen miktarda
sentezlenebilmesi ve lretilebilmesi nedeniyle avantajli bir yontemdir (Sorensen ve
ark., 2005).

2.2. Tarihce

Bu alisilmadik mikroorganizma, 1888'de Edward Nocard tarafindan ciftlik
hayvanlarinda gozlemlenen bir lenfanjit vakasindan izole edildi. 1891 yilinda Hugo
Von Preisz benzer bir organizmayr koyun bdbregi apsesinden izole ederek
ona Bacterium pseudotuberculosis ovis adin1 vermis, 19. yiizyilda ise Alman
bakteriyolog Lehmannne Neumann bakteriyolojik atlasinda ilk kez Bacillus
pseudotuberculosis ~ adm1  vermistir  ¢linkii  benzer lezyonlara  neden
olmustur. Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji El Kitabi'nin (1948) altinc1 baskisinda,
KLA'ya neden olan bakteri ilk olarak C. pseudotuberculosis olarak
adlandirild1 (Fontaine ve ark., 2006).

KLA ilk olarak 1920'lerde ekonomik etkisi olan ve Ingiltere dahil bazi
ilkelerde koyun eti verimliliginin diisiik olmasina neden olan bir hastalik olarak
ortaya c¢ikmistir. 18. yiizyildan itibaren iilkeler arast hayvan tasimaciliginin

artmasiyla birlikte enfeksiyon diger iilkelere de yayilmaya basladi. Ozellikle et ve siit
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acisindan olduk¢a verimli olan Merinos cinsinin Ispanya'dan Giiney Amerika,
Avustralya ve Amerika kitasinin  diger Dbdlgelerine ithal edilmesiyle C.

pseudotuberculosis diinyanin ¢esitli yerlerine yayilmaya baslamistir (Paton, 2000).

2.3. Etiyoloji

C. pseudotuberculosis, kokoid ve filamentli mikobakteriler gibi pleomorfik
ozelliklere sahip, genigligi 0,5 pm ila 0,6 pm ve uzunlugu 1 um ila 3 um arasinda
degisen, sporsuz, kapsiilsiiz, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, katalaz pozitif ve Gram
pozitif, bir bakteridir. Bakteriler, bakteriyoskopik goriintiilerde karakteristik bir "Cin
harfi" goriiniimiine sahiptir. Genellikle bir ucu sismis olup basil topuz goriiniimii
verir. Basilin i¢inde diizensiz dagilmis graniiller bulunur, genellikle uglara yakin
bulunur ve anilin boyalariyla koyu renkte boyanirlar. "Metakromatik cisimler" veya
"Babes-Ernest cisimcikleri" olarak adlandirilan bu cisimler, ¢ubuga tespih goriiniimii
verir (Akman ve ark., 1980).

Corynebacterium cinsine ait bakteriler, Actinobacter (yiiksek G+C igerigine
sahip Gram-pozitif basiller) sinifindaki Actinobacteridia alt smifina ait
aktinomisetlerden biri olan Corynebacterinea ile akraba olan Corynebacteriumacea

familyasina aittir (Stackebrandt ve ark., 1997).

C. pseudotuberculosis DNA'st G+C orant (%47-74) bakimindan CMN
grubuna (Corynebacterium, Mycobacterium, Rhodococcus esit olarak, Nocardia)
aittir. Ayr bir alt grup, C. diphtheriae ve Mycobacterium tuberculosis gibi ¢ok
Oonemli patojenleri igeren Actinobacter ailesidir. Mikolik asit ad1 verilen uzun zincirli
yag asitleri hiicre duvarinin disinda bulunduklar i¢in farkli bir grupta yer alirlar
(Ventura ve ark., 2007).

C. pseudotuberculosis 'in, hiicre duvarinin dis kisminda 2 dalli 3-hidroksi yag
asidinin (mikolik asit) bulunmasi nedeniyle 1939'da Carne tarafindan tanimlanan
tiiberkiiloz basiline benzedigi gosterilmistir. Hiicre duvarinin peptidoglikan tabakast,
arabinoz ve galaktozun yani sira mezo-diaminopimelik asit (mezo-DAP) igerir
(Selim, 2001).

Kiiltiir ortaminda gelistirme sirasinda inkiibasyon sicakligt 37°C ve
besiyerinin pH’s1 7-7,2 dir. Ik 24 saatte kiiltiir ortamiin yiizeyinde seyrek olarak
olusan koloniler, 48-72 saat sonra sayilar1 artarak 1-2 mm capa ulasir. Kolonilerin

rengi kremden turuncuya degisir ve kuru, opak R kolonileri olarak goriiniir (Connor
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ve ark., 2000).

C. pseudotuberculosis izole edilirken Trueperella pyogenes (Arcanobacter
pyogenes) ve Pasteurella multocida gibi apseye neden olan diger bakterilerden ayirt
edilmesi gerekir. Bu amacgla 16S rRNA dizileme yontemi kullanilmaktadir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) par¢a uzunlugu polimorfizmi yontemi giivenilir
olmasmma ragmen pahali bir yontem olmasi nedeniyle bir¢ok laboratuvar
biyokimyasal testleri kullanmaktadir (Dorella ve ark., 2006). (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. C. pseudotuberculosis’in biyokimyasal 6zellikleri (Dorella ve ark.,
2006)

Asit Uretimi  + Hidroliz -

Glikoz + Eskiilin -

Arabinoz d Hippurat -

Ksiloz - Ureaz +
Ramnoz - Tirozin -

Furuktoz + Kasein -

Galaktoz +

Mannoz + Fosfataz +
Laktoz - Pirazinamidaz -

Maltoz + Metil red +
Sukroz d Nitrat rediiksiyon d
Trehaloz - Katalaz +
Raffinoz - Oksidaz -

Salicin - Lipofilizm -

Dekstrin d

Nisasta -

+:> %90 pozitif d:11-89% arasi pozitif -: < %90 negatif yada direncli

2.4. Viriilens Faktorleri

C. pseudotuberculosis’in patojenitesinde etkili olan viriilens faktorlerinin tam
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olarak anlasilmasi hala devam etmektedir. Fakat giliniimiizde yapilan g¢alismalar,
fosfolipaz D enzimi (PLD) ve toksik hiicre duvarmmin 6nemli rol oynadigimi
gostermistir. PLD enzimi ve toksik hiicre duvari, C. pseudotuberculosis'in
patojenitesinde 6nemli rol oynayan tek etkenler degildir. Bu bakterinin viriilansina
katkida bulunan diger etkenler de arastirilmaya devam etmektedir (Barksdale ve
ark.,1981; Bernheimer ve ark., 1980; Biberstein ve ark., 1971).

2022 yilinda C. pseudotuberculosis'te yeni viriilens faktorleri de kesfedildi.
Yapilan bir arastirma, C. pseudotuberculosis'in viriilansinda rol oynayabilecek bes
yeni genin varligini ortaya koymustur. Bu genler sunlardir: Oligopeptid permeaz
(Opp): Peptitlerin ve proteinlerin hiicre i¢ine taginmasini saglayan bir proteindir, Pili
tip protein C (Spa C): Bakterinin yilizeyinde bulunan ve konak hiicrelerine
yapismasini saglayan bir proteindir, Noromidinase (NanH): Konak hiicrelerinin
bagisiklik sistemini zayiflatan bir enzimdir, Siiperoksit dismutase (SodC): Bakterinin
serbest radikallerin neden oldugu hasarlardan korunmasii saglayan bir enzimdir,
Protein Kinaz C (PknG): Bakterinin viriilansin1 ve patojenitesini diizenleyen bir
sinyalleme proteinidir. Bu genlerin varhi§, C. pseudotuberculosis'in konak
hiicrelerine nasil girdigi, bagisiklik sisteminden nasil kactig1 ve hastaliga nasil neden
oldugu hakkinda yeni bilgiler saglayabilir. Fakat, bunlarin C. pseudotuberculosis'in
virlilansinda gercekten rol oynadigini dogrulamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir. Gelecekteki calismalar, bu genlerin islevlerini ve C.
pseudotuberculosis enfeksiyonlar1 sirasinda nasil diizenlendiklerini incelemelidir
(Pathirana ve ark., 2022).

2.4.1. PLD Enzimi

C. pseudotuberculosis 'in patojenitesinde rol oynayan faktdrler tam olarak
aydinlatilamamis olsa da onemli viriilans faktorleri arasinda toksik hiicre duvari
lipitleri ve bu bakterinin trettigi fosfolipaz D enzimi yer almaktadir. Fosfolipaz
enzimi ilk olarak 1940 yilinda Carne tarafindan karakterize edilmistir. Fosfolipaz
aktivitesinin varlig1 ilk kez havug ekstraktinda belirlendi; bu sayede fosfatidilkolin,
fosfolipid spesifik fosfodiesteraz aktivitesi nedeniyle fosfatidik asit (PA) ve koline
parcalanmaktadir (Hanahan ve ark., 1947).

Son zamanlarda yapilan molekiiler ¢alismalar, C. pseudotuberculosis'in demir
metabolizmasinda dnemli rol oynayan dort yeni proteinin varligini ortaya koymustur.
Bu proteinler sunlardir: Fag A (Integral membran proteini), Fag B (Demir

enterobaktin tasiyici protein), Fag C (ATP baglayict sitoplazmik membran proteini)
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ve Fag D (Demir siderofor baglayici protein).

Fag A, B, C ve D proteinlerinin varligi, C. pseudotuberculosis'in konak
hiicrelerinden demir alimimi ve kullanimini artirarak bakterinin viriilansini ve
patojenitesini 6nemli Ol¢lide etkiledigi diisiiniilmektedir. Fag A ve Fag B
proteinleri, C. pseudotuberculosis'in konak hiicrelerinden demir igeren sideroforlari
almasina ve hiicre i¢ine tasimasina yardimci olur. Sideroforlar, bakterilerin demire
baglanmasin1 ve onu kullanmasini saglayan 6zel molekiillerdir. Fag C proteini, C.
pseudotuberculosis'in -~ ATP  enerjisini  kullanarak demir tasima islemini
diizenlemesinde rol oynar. ATP, hiicrelerin enerji kaynagidir ve birgok biyolojik
siirecte kullanilir. Fag D proteini ise C. pseudotuberculosis'in sideroforlara
baglanmasini ve onlar1 hiicre i¢ine tasimasini saglar. Sideroforlar, bakterilerin demire

baglanmasini ve onu kullanmasini saglayan 6zel molekiillerdir.

PLD ekzotoksini, C. pseudotuberculosis'in viriilansinda 6énemli rol oynayan
bir enzimdir. Bu enzim, konak hiicrelerinin zarlarin1 bozarak enfeksiyonun
baslamasina ve yayilmasina yardimci olur (Billington ve ark., 2002; Pathirana ve
ark., 2022).

PLD enzimleri, membran sfingomiyelin yapisim bozarak, vaskiiler
gecirgenligi artirarak ve ajanlarin giris noktalarindan bélgesel lenf diigiimlerine ve i¢
organlara diflizyonuna yardimci olarak hastaligin patogenezinde onemli bir rol
oynamaktadir. (Lund ve ark., 1982; Sutherland ve ark., 1993)

PLD enzimi ayrica, C. pseudotuberculosis'in konak hiicrelerine girmesine ve
bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci olur (Barksdale ve ark.,1981; Bernheimer
ve ark., 1980; Biberstein ve ark., 1971).

PLD toksinlerinin kompleman sistemini aktive ettigi bilinmesine ragmen
kesin mekanizma bilinmemektedir. PLD'nin diisilk dozlarda fare ve tavsan gibi
deney hayvanlarinda deride nekrotik etkilere sahip oldugu, yiiksek dozlarda ise kuzu
ve koyunlarin yani sira deney hayvanlarinda 6ldiriicii etkilere sahip oldugu rapor
edilmistir. Hastaligin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan anemi ve kaseksi gelisiminde
ekzotoksinlerin 6nemli rol oynadigi 6ne siiriilmektedir. PLD ekzotoksinlerinin
yapisinin ve karakterizasyonunun anlasilmasina dayanarak, rekombinant PLD

toksinlerinin sentezi iizerine ¢esitli ¢alismalar yapilmistir (Songer ve ark., 1990).

C. pseudotuberculosis PLD toksini, Rhodococcus equi tarafindan iiretilen

7



ONCEKIi CALISMALAR Miizeyyen DEMIR

fosfolipaz C ile sinerjistik etki gostererek, ozellikle %5 defibrinlenmis koyun kani
iceren kanli agarda, eritrositlerin hemoliziyle koloni ¢evresinde hemolitik bir alan
olusturur. Diger taraftan Staphylococcus aureus'un (S. aureus) hemolizi B-hemolizin

ile antagonistik iligkiye girilerek engellenmektedir (Jones ve ark., 1986).

2.4.2. Serin Proteaz

C. pseudotuberculosis 'in patojenitesinde rol oynayan bir diger viriilans
faktorli ise koyunlarda alt {inite asilarinda kullanilan 40 kDa agirligindaki serin
proteazdir. Serin proteaza karsi antikorlarin, yiikleme testleri sonrasinda mevcut
oldugunda enfeksiyona karsi yeterli koruma saglamadigi goriilmiistiir (Walker ve
ark., 1994).

2.4.3. Mikolik Asit

C. pseudotuberculosis 'in bir zarfi olmamasina ragmen hiicre duvarinin dis
kismi mikolik asit ile c¢evrilidir. Mikolik asit sitotoksik etkiye sahiptir ve fagositik
hiicrelere direng saglar. Mikolik asit ekstraktlarinin deneysel amacl olarak farelere
deri altt (SC) olarak uygulanmasi durumunda lokal inflamasyon, hiperemi ve
hemorajik nekroz semptomlarinin gézlendigi rapor edilmistir. Ayrica mikolik asidin

dejeneratif degisiklikleri ve 16kosit 6liimiinii uyardigi da rapor edilmistir.

2.4.4. Toksik Hiicre Duvari

C. pseudotuberculosis'in hiicre duvari, lipopolisakkarit (LPS) ad1 verilen bir
molekiilden olusur. LPS, konak hiicrelerinde iltithaplanma ve doku hasarina neden
olan toksik bir maddedir. LPS, bagisiklik sisteminin C. pseudotuberculosis'i
tanimasini ve yok etmesini zorlastirir. C. pseudotuberculosis'in hiicre duvarindaki
diger bilesikler de bagisiklik sisteminin islevini bozabilir ve enfeksiyonun
yayilmasina katkida bulunabilir (Barksdale ve ark.,1981; Bernheimer ve ark., 1980;
Biberstein ve ark., 1971).

2.5. Epidemiyoloji

Corynebacterium cinsine ait bakteriler, insan ve hayvanlarin derisinde ve
mukozalarinda kommensal ve patojen olarak bulunur. Enfeksiy6z ajan esas olarak
cilt ylizeyindeki siyriklar ve yaralar yoluyla, nadiren de solunum yolu yoluyla bulasir
(Zaitoun ve ark., 1994). Enfeksiyonun ortaya c¢ikmasinda stres faktorlerinin ve
olumsuz ¢evre kosullarinin rol oynadigi tahmin edilmektedir. Enfeksiyon

bulagsmasinin ana kaynaginin koyun kirkimi sirasinda lenf bezi apselerinin agilmasi
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ve etkenin ¢evreye ve diger hayvanlara bulagsmasi oldugu tahmin edilmektedir (Arda
ve ark., 1992).

KLA koyun ve kecilerde genellikle endemik ve subklinik olmasina ragmen
kuzularda nadiren 6liime neden olur. Endemik vakalarda apse kapsiilii antibiyotigin
etkisini zayiflattifi i¢in enfeksiyonla miicadele zorlasir. Enfeksiyonun kulugka
siiresinin uzun olmasi1 ve goriliniir lezyonlarin az sayida olmasi nedeniyle enfekte
koyunlarin tespiti zordur. KLA ; Avrupa, Avustralya, Giiney Amerika, Kuzey
Amerika, Orta Dogu gibi genis cografi bolgelerde goriilmekte ve enfeksiyonun ilk
tanist 1989 yilinda konulmustur. Tiirkiye'de KLA’nin bildirimi zorunlu degildir.
Enfeksiyondan kaynaklanan verim kayiplar1 goz ardi edildiginden hastaligin gergek
goriilme siklig1 hakkinda net bir bilgi bulunmamaktadir. Bu durumun aksine bazi
iilkelerde KLA goriilme sikliginin %8 ile %90 arasinda degistigi bildirilmektedir
(Cetinkaya ve ark., 2002).

KLA diinyanin birgok iilkesinde yaygin goriilen bir enfeksiyon olup, iilkemize
biliyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Konya mezbahasindan toplanan 100
apseli lenf nodunun 16'sindan C. pseudotuberculosis't izole etmislerdir (Erganis,
2010). Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan materyallerden 70 koyun ve 7 kegi
kokenli pseudotiiberkiiloz susu izole edilmis olup, Tiirkiye'de KLA'min yaygin
oldugu bildirilmektedir (Aydin, 1977). KLA, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada ve
Avustralya'da koyun ve kegilerde ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
KLA'nmin yiin verimindeki diislise paralel olarak yalnizca Avustralya'da yaklasik 17

milyon dolarlik ekonomik zarara neden oldugu bildirilmistir (Paton ve ark., 1994).

Islam iilkeleri biiyiik miktarda koyun eti tiiketirken aym zamanda biiyiik
Olcekli koyun yetistiriciligi de yapmaktadir. Misir'daki KLA'nin arastirmasina gore
koyun siiriilerinin yaklasik %10'u enfekte ve bu durumun iilkede yaklasik 1,7 milyon
dolarlik ekonomik kayba neden oldugu bildirilmektedir (Peddik ve ark.,1994).

C. pseudotuberculosis 'in koyun, ke¢i ve atlarda lenfadenit, lenfanjit,
septisemi ve pnomoniye, sigirlarda mastitise ve domuzlarda vajinite neden oldugu
rapor edilmistir. C. pseudotuberculosis 'in atlarda iilseratif lenfanjit, enfeksiyoz
folikiilit, yaygin folikiilit ve deri alt1 apselerine neden oldugu goézlemlenmistir. C.
pseudotuberculosis 'in servidler ve develerde nadiren enfeksiyona neden oldugu
bulunmustur. KLA'nin ayrica C. pseudotuberculosis ile enfekte koyunlarla temas
eden kisilerde de bulundugu rapor edilmistir. C. pseudotuberculosis 'in KLA ile

enfekte hayvanlarin siitline bulasabilecegi, ¢ig siit tiiketildiginde insanlarda da
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enfeksiyon olusabilecegi rapor edilmistir (Goldberger ve ark., 1981).

Misir'da yapilan arastirmalara gore enfeksiyonlarin koyunlarda kegilerden,
disilerde erkeklerden daha yaygin oldugu, antibiyotik kullanimi yerine siirii
yonetimine dayali hijyen uygulamalarinin enfeksiyon vakalarini 6nemli olgiide
azaltacag1 ortaya ciktr. Ozellikle 2 yas ve iizeri koyunlarda KLA'nin daha yaygin
oldugu bulunmustur. C. pseudotuberculosis 'in benzer serotiplerinin, KLA'nin

goriildiigli koyun ve kecilerde enfeksiyona neden oldugu diisiiniilmektedir.

Koyunlarda lezyonlar yiizeysel lenf diiglimlerinde, 6zellikle i¢ organlarda
goriiliirken, kecilerde lezyonlar daha ¢ok bas ve boyundaki lenf diiglimlerinde
goriiliir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan arastirmalara gore, nadir goriilen bir
hastalik olmasina ragmen atlarda C. pseudotuberculosis, diisiiklere ve i¢c organ

apselerine de neden olabilmektedir (Paton ve ark., 2005).

2.6. Patogenez

C. pseudotuberculosis koyun ve kecilerde yaralar yoluyla bulasir, lenfatik
kanallar yoluyla viicuda girer, dolagim sistemine girdikten sonra lenf diigiimleri ve i¢
organlara yerleserek kasli bir lezyon olusturarak patojendir. Enfeksiyonun baglangic
donemi 1 ila 4 giin kadar stirmekte olup, enfeksiyon alaninda nétrofillerin birikmesi
ve patojenin ¢ogalmasi ve pyograniiloma olusumu 5 ila 10 giin kadar siirmektedir.
Birgok calismada 6zellikle retrofaringeal bolge, parotis lenf bezi ve akcigerlerde
kaze6z lezyonlara neden oldugu rapor edilmistir (Baird ve ark., 2007; Peppin ve ark.,
1997). (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. KLA'da bronsiyal lenf nodiilii

PLD ve sitotoksik lipidler lokal enfeksiyonun patojenitesinde rol oynasa da
sistemik hastaliga katkida bulunmazlar. C. pseudotuberculosis, noétrofiller ve
makrofajlar  tarafindan  alindiktan  sonra  fagolizomda  depolanir.  C.
pseudotuberculosis, dzellikle makrofajlarda hiicre i¢ine yerlesme yetenegine sahiptir
ve 48 saatten fazla hayatta kalabilir. C. pseudotuberculosis 'in patojenitesi ile ilgili
olarak makrofaj 6liimii gibi bilinmeyen veya anlasilmayan durumlarin halen devam
ettigi belirtilmektedir. Ayrica deneysel olarak enfekte edilmis kecilerin beyaz kan

hiicrelerinde, 6zellikle makrofajlarda da organize edilirler (Stefanska ve ark., 2010).

2.7. Teshis

C. pseudotuberculosis'in bakteriyoskopik teshisi i¢in hazirlanan 6rneklerde
Gram boyamada Gram pozitif kokobasil veya ¢comaklar aranmalidir (Arda ve ark.,
1997). C. pseudotuberculosis'in 6zel bir bakteri tiirii olan metakromatik graniiller
icerdigi bilinmektedir. Bu graniiller, Albert ve Neisser boyama yontemi kullanilarak

yapilan boyamalarda net bir sekilde tespit edilebilir (Jones ve ark., 1986).

C. pseudotuberculosis, %5 koyun kanli agarda veya %35 koyun kani iceren
Colombia agarda ve oksijenli ortamda (aerobik) iireyebilen bir bakteridir. Fakat, %5

CO, igeren ortamlarda daha hizli iireyebilir.

C. pseudotuberculosis'in kimliklendirilmesi i¢in ¢esitli biyokimyasal testler
kullanilabilir. Bu testlerden bazilari; katalaz testi, iireaz testi, nitrat rediiksiyon testi,
karbonhidrat fermantasyon testleridir (Arda ve ark., 1997; Aydin, 1977; Izgir ve
ark.,1999; Muckle ve ark., 1986; Sutherland ve ark., 1993).
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Giliniimiizde, izole edilen C. pseudotuberculosis siipheli kolonilerin
identifikasyonu i¢in API Coryne, Vitek 2, BD Phoenix System ve Malti-TOF MS
System gibi ¢esitli hazir tan1 kitleri ve cihazlar1 kullanilmaktadir (Freney ve ark.,
1991; Zasada ve ark., 2018).

C. pseudotuberculosis teshisinde, kobay, fare ve kuzu gibi deney hayvanlari
kullanilarak yapilan testler de 6nemli bir rol oynamaktadir. Kobaylar en duyarl, letal
doz belirlenmesinde kobay ve tavsanlar, deri nekrozu c¢alismalarinda da tavsanlar
tercih edilmektedir (Batey, 1986).

Hastaligin serolojik teshisi i¢in farkli serolojik testler kullanilmaktadir.
Bunlardan bazilari; Tiip agliitinasyon, immunodifiizyon, Enzim Linked
Immunsorbent Assay (ELISA), indirek hemagliitinasyon testidir (Aydin,
1977; Burrell, 1980; Erganis ve ark., 1990; ilhan, 2013; Menzies ve ark., 1994;
Shigidi, 1979; Ter Laak ve ark., 1992).

Koyunlarda ELISA ve Dot-Blot ELISA yontemleri ile serolojik olarak teshis
yapilabilecegi ortaya konmustur. Calisma sonuglari, her iki yontemin de koyunlarda

C. pseudotuberculosis'in teshisinde etkili oldugunu gdstermistir (Ilhan, 2013).

2007 yilinda Ingiltere'de, C. pseudotuberculosis enfeksiyonlarinin teshisi i¢in
antikorlardan yararlanan bir ELISA gelistirilmeye calisilmistir. Brezilya'da, hastalik
kaynakl1 antikorlar1 tespit etmek icin bir indirekt ELISA gelistirilmistir. Bu ¢alisma,
ELISA'nin C. pseudotuberculosis enfeksiyonlarinin teshisinde etkili olabilecegini
gostermistir (Solanet ve ark., 2011). irlanda'da, C. pseudotuberculosis kaynakli
enfeksiyonlarin teshisi igin yiizey plazmon rezonansa dayali bir ydntem
gelistirilmistir. Bu yontem, Sandvi¢ ELISA ile karsilastirildiginda daha hassas ve

0zgiil sonuglar vermistir (Stapleton ve ark., 2009).

Bu bakterinin teshisi i¢in geleneksel yontemler kullanilmaktaysa da,
molekiiler yontemler son yillarda 6ne ¢ikan ve olduk¢a hassas sonuglar veren bir
teshis araci haline gelmistir. Bu yontemler arasinda konvansiyonel PCR, Real Time
PCR, multipleks PCR vardir. Numune olarak canli hayvanlardan aliman apse
ornekleri, nekropsi sonrasi alinan akciger dokular1 ve uygun besiyerlerinde iireyen
stipheli koloniler kullanilmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2002; Khamis ve ark., 2004;
Pacheco ve ark., 2007). Yaygin kullanilan primer gruplar1 PLD Gen Bolgesi ve PIP
Gen bolgesidir (D’ Afonseca ve ark., 2010; Pacheco ve ark., 2007).
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Son yillarda, C. pseudotuberculosis'in viriilens faktorlerini aragtirmaya
yonelik caligmalar hiz kazanmistir. PLD enzimi disinda diger viriilens genlerine
(SigE, SpaC, SodC, PknG, NanH, NrdH, CpaE, FagA, FagB, FagC, FagD, OppA,
OppB, OppC, OppD, OppF ve CopC gibi) yonelik ¢alismalarda yapilmistir (Li ve
ark., 2018; Pathirana ve ark., 2022).

2.8. Koruma ve Tedavi

KLA’y1 tedavi etmek igin kullanilan antibiyotikler etkili degildir ¢iinkii C.
pseudotuberculosis hiicreye yerlesip graniillomatéz apse olusturur, dolayisiyla
enfeksiyon kroniklesir kalir. Bu durum KLA korunmada immiinprofilaktik
uygulamalarin 6nemini arttirmaktadir (Olson ve ark., 2002; Sakmanoglu ve ark.,
2015).

C. pseudotuberculosis, koyun ve kecilerde dnemli bir hastalik etkenidir ve bu
hayvanlarda 6nemli ekonomik kayiplara yol acar. Bu nedenle, Amerika Birlesik
Devletleri, Kanada ve Norveg gibi bir¢ok iilkede C. pseudotuberculosis'e karsi asi

gelistirme caligmalar1 6nem kazanmistir (Eggleton ve ark., 1991).

Hastaligin tek bir varyasyonuna karst degil, birden fazla varyasyonuna karsi
koruma saglayan asilar lizerinde ¢alismalar yapilmaktadir. Bu tiir asilar, daha genis
bir koruma saglayarak enfeksiyon riskini Onemli Olgiide azaltabilir. C.
pseudotuberculosis bakterisinin tiim hiicre bilesenlerini iceren asilar {izerinde
calismalar yapilmaktadir. Bu tiir asilar, bakterinin bagisiklik sistemine karsi farkli
yonlerden tepki vermesini saglayarak daha giiglii bir koruma saglayabilir. Hiicre
duvarindan elde edilen asilar iizerinde c¢alismalar yapilmaktadir. Bu tiir asilar,
bakterinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasint  ve yok edilmesini
kolaylastirabilir. Etkenin toksoid formlarin1 igeren asilar iizerinde c¢aligmalar
yapilmaktadir. Bu tiir asilar, hastalifin en Oliimciil semptomlarindan bazilarini
onleyebilir (Brogden ve ark., 1984; Cameron ve ark., 1972; Ellis ve ark., 1995).

PLD ekzotoksinin karakterizasyonu ve mekanizmasinin belirlenmesi, C.
pseudotuberculosis'e karst as1 gelistirme ¢alismalarinda 6nemli bir rol oynamistir. Bu
caligmalar, PLD enziminin as1i yapiminda kullanilabilecek potansiyel bir antijen

oldugunu gostermistir (Egen ve ark., 1989; Hodgson ve ark., 1994).

C. pseudotuberculosis'e kars1 korunmada yaygin olarak kullanilan bir as1 tiirii
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kombine asidir. Bu asilar, C. pseudotuberculosis'in yam sira Clostridium tetani,
Clostridium septicum, Clostridium novyi ve Clostridium chauvoei gibi diger onemli
patojenlere karsi koruma saglar. Kombine agilarin etkinligi bircok c¢alisma ile
kanitlanmistir (Paton ve ark., 1994, Piontkowski ve ark., 1998; Stanford ve ark.,
1998; Williamson, 2001). Bu c¢alismalarda, kombine asilarin uygulandig: stiriilerde
C. pseudotuberculosis'e bagli apse sayisi ve biiyiikliigliinde 6nemli bir azalma
gozlemlenmistir. Bu sayede, hastaligin yayiliminin da azaldigi belirtilmistir (Paton
ve ark., 1994; Williamson, 2001).

Tirkiye'de 72 adet C. pseudotuberculosis izolat1 in vitro antibiyotik duyarlilik
testine  tabi tutulmustur. Testler disk diflizyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Izolatlarin seftiofur (%91.6), oksitetrasiklin (%81.9), linkomisin
(%37.5), enrofloksasin (%83.3), gentamisin (%81.9), penisilin G (%83.3), rifamisin
(%81.9), florfenikol (%98.6), eritromisin  (%69.4), sulbaktam+ampisilin
(%76.3), kloksasilin (%55.5), ampisilin (%37.5), telitromisin (%91.6), novobiosin
(%95.8), spiramisin (%58.3) ve amoksisiline (%77.7) oraninda duyarli oldugu
belirtilmistir. En yiiksek duyarlilik oranlar florfenikol, novobiosin ve seftiofur igin
gozlemlenmistir. En diisiik duyarlilik oranlar1 ise linkomisin, kloksasilin ve ampisilin

icin gézlemlenmistir (Sakmanoglu ve ark., 2015).

Yine Tiirkiye'de 2020 yilinda 16 adet C. pseudotuberculosis susu in vitro
antibiyotik duyarlilik testine tabi tutulmustur. Testler disk diflizyon yontemi
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Suslarin %81.2'si neomisin/basitrasin/tetrasikline,
%068.7'si oksitetrasikline ve amoksisilin/klavulanik aside, %87.5'1 enrofloksasine,
%62.5'1 kloksasiline, %56.2'si tetrasikline, %75.0'1 penisilin/novobiosine, %31.2'si
ampisilin/sulbaktama ve %]18.7'si ise trimetoprim/sulfametaksazole duyarl
bulunmustur. En yiiksek duyarlilik oranlari neomisin/basitrasin/tetrasiklin,
enrofloksasin ve penisilin/novobiosin i¢in goézlemlenmistir. En diisiik duyarhilik
oranlart  ise  ampisilin/sulbaktam  ve  trimetoprim/sulfametaksazole igin

gozlemlenmistir (Ilhan, 2020).

C. pseudotuberculosis 'e karst immiin yanitin gelisiminin anlasilmasinda
onemli ilerleme kaydedilmis ancak koyun ve kecileri KLA’ya karst koruyan %100
etkili bir as1 gelistirilememistir. KLA'ya kars1 koruma saglamak icin 40 yili askin
siiredir tretilen asilarin ticari formlari, asi1 tiirleri ve c¢esitli adjuvan tiirleri
bulunmaktadir (Cizelge 2.2).
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Cizelge 2.2. KL A’ya kars1 kullanilan ticari asilar (Fontaine ve ark., 2006).

SiraNo  Uretim  Ulke Hayvan  As1 Adjuvant Uygulam
Yih Tipi a Sekli
1 1972 Avustraly Koyun Bakterin AP
a
2 1984 ABD Koyun Bakterin/  WOE IM
CW
3 1985 ABD Fare Bakterin/  MDP,TD IP
CW M,BCG
ve Cpar
4 1986 ABD Keci Toksoid  FIA SC
5 1987 ABD Koyun Bakterin = - SC
6 1988 Brezilya  Kegi Bakterin AP
7 1989 Norveg Keci Bakterin/ Levamizo
Toksoid 1
8 1989 Norveg Keci Bakterin/ -
Toksoid
9 1990 Norveg Koyun/Fa Bakterin MDP IM/P
re
10 1991 Norveg Koyun/Fa CpW MO +AA IM
re
11 1991 Norveg Koyun CST BPA
12 1991 Avustraly Koyun Toksoid/B AH SC
a akterin+T
oksoid
13 1991 Avustraly Koyun Toksoid  AH/Sodiu SC
a /Toksoid m
Cp + 5 selenate
Clostridial
Toksoid
14 1991 Avustraly Koyun Toksoid AH SC
a Cp + 5
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16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

1991

1992

1994

1994

1996

1997

1998

1998

1998

1999

2000

2000

Brezilya

Avustraly
a

Avustraly
a

Avustraly
a

ABD

Avustraly
a

Avustraly
a

Kanada

ABD

Avustraly
a

Almanya

Avustraly

Keci

Koyun

Koyun

Koyun
Koyun/Ke

C1

Fare

Koyun

Koyun

Koyun

Koyun

Keci

Koyun

16

Clostridial
Toksoid

Bakterin/c
anlh
atenue Cp

Toxminus
Cp

Toxminus
Cp/Reko
mbinant
Toxminus
Cp
40-kDa
antijen

Bakterin

Canli Cp
aroQ

mutant /
canli Cp
pld
mutant

Canli Cp
aroQ

mutant

Glavanc 6

Bakterin/
Toksoid

Glanvac6
/Rekombi
nant
Glanvac®
6

CW

Toksoid

AP +
Bakterin

AH

MDP +
MO

MDP+M
O
bakterin

AH

MA

AH/Moxi

ID

SC

OR

SC

IM

1P

SC

SC/IM

SC

SC
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a Cp + 5 dectin
Clostridial
toksoids

27 2002 Brezilya  Kegi Liyofilize
canli Cp

ID

28 2003 Peru Fare CST AH SC

29 2005 Masir Fare Bakterin, MO SC
toksoid/b
akterin+to
ksoid

30 2006 Ingiltere ~ Koyun Bakterin, AH SC
rPLD,
bakterin+
rPLD,
Glanvac®
3

31 2007 Peru Alpaka Canli Cp - SC

32 2007 Peru Alpaka CW/CST MDP SC

33 2007 Misir Fare Bakterin, MO SC
rPLD, /
bakterin+
Rpld

34 2008 Brezilya  Kegi CST, FIA SC
konsantre
CST +oli
godeoksin
iikleotid
CpG, /
canli
attenue
Cp

35 2009 Brezilya  Fare Rekombin FCA/FIA SC
antlsi-sok
protein60
(rHsp60)

36 2010 Misir Koyun Bakterin, MO
bakterin+ (BCG
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rPLD, Ga igeren)
mmarady

onize Cp

+ rPLD/

BCG +

rPLD

37 2010 ABD Fare Bakterint+ -
Toksoid

38 2010 Tirkiye  Koyun Bakterint FCA
Toksoid

39 2012 Tiirkiye  Fare/ Bakterint AH SC
Koyun Toksoid

40 2011 Suudi Koyun Glanvac 6 ZeytinYa
Arabistan g1

2.9. Hayvan Deneyi
2.9.1. Zararsizlik Testi

C. pseudotuberculosis, zararsizlik testleri i¢in en yaygin kullanilan hayvan
modelleri fare ve tavsandir. Fareler, bu enfeksiyona kars1 oldukca hassastir ve ¢esitli
dozda bakteriye maruz kaldiklarinda farkli semptomlar gosterirler. Bu nedenle, doz-
yanit iligkilerini ve ilag¢ etkisini degerlendirmek i¢in ideal bir modeldir. Tavsanlar bu
enfeksiyona kars1 daha direnglidir ve insan enfeksiyonuna daha yakin semptomlar
gosterirler. Bu nedenle, ilaglarin uzun vadeli etkilerini ve insanlarda potansiyel yan

etkilerini degerlendirmek i¢in daha uygundur.

Yeni gelistirilen ilaglarin etkinligini incelemek, ilacin belirli bir hastalikta ne
kadar etkili oldugunu belirlemek ve hastalarda kullanimimin ne kadar giivenli
oldugunu ortaya koymak i¢in laboratuvar hayvanlari tercih edilmektedir. Bunun i¢in
deney hayvanlarinda hastaliklar olusturulmakta ve yeni sentezlenen maddeler deney

hayvanlarina verilerek bunlarin etkili olup olmadig: arastirilmaktadir (Saygi, 2003).

2.9.2. Toksisite Testi

Letal Doz belirleme testi: Bir enzimin veya kimyasalin potansiyel toksisitesini
belirlemek icin akut toksisite testi gereklidir. Bu amacla en sik kullanilan akut
toksisite testi Oldiiriiciiliik testidir. Bu testin amaci, belirli bir kimyasal maddeye

maruz kalma sonucu olusabilecek zehirlenme belirtilerini, beyin, bobrek, karaciger
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gibi 6nemli organlar etkileme derecesini veya Oldiiriicii doz (6ldiiriicii oran) degerini
hesaplamaktir. Oliimciil doz degeri (LD) ayni zamanda maddenin kullanimiin
gilivenliginin bir gostergesi olarak kabul edilir. Test genellikle fare veya sican gibi
kolayca bulunabilen ve ucuz laboratuvar hayvanlar1 iizerinde gergeklestirilir. Bu
hayvanlardan elde edilen sonuglara gore test kobay veya tavsanlarda tekrarlanabilir
(Saygi, 2003).

2.10. Rekombinant PLD Etkinligine Yonelik Yapilan As1 Calismalar:

Mikroorganizmalar antijenik yapilari, patojenik mekanizmalar1 ve bagisiklik
sistemi ile iligkileri bakimindan birbirlerinden farklilik gosterebilirler. Bu nedenle
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara kars1 farkli tipte asilar
tiretilmektedir (Seddik ve ark., 1983; Songer ve ark., 1990).

Rekombinant DNA teknolojisi, bir mikroorganizmanin enfeksiyonu sirasinda
patojenitesinde rol oynayan hedef antijenin, canli bir viicutta, as1 uygulamalarinda
kullanilmak {izere baska bir konak¢ida daha saf ve daha bol formda iiretilmesiyle

elde edilen rekombinant proteindir.

Sap hastalig1 viriistintin (VP1) koruyucu antijenini kodlayan genin bir plazmit
icerisine aktarilip konakgi bakteride eksprese edilmesinin ardindan ilk kez as1

uygulamasi i¢in rekombinant antijen elde edildi (Wigdorovitz ve ark., 1999).

PLD genini C. pseudotuberculosis genomundan c¢ikarmig olan Toxminus
(rekombinant C. pseudotuberculosis) ad1 verilen bir rekombinant sus ve sahada izole
edilmis bir C. pseudotuberculosis susu kullanmistir. Ast uygulanirken 2 ml'lik as1
dozu 10%fu/ml ve 10" cfu/ml'ye seyreltildi ve test grubunun etkinligini
karsilastirmak i¢in as1 grubu testinde 9 aylik bir kuzu grubu kullanildi. Mutasyona
ugramis PLD'nin bulagmay1 engellemedigi ancak bagisiklik sistemini uyardigi
bildirildi. Ayn1 zamanda as1 formiilasyonlarinda canli mutant suglar kullanildiginda

beklenen olumlu sonuglarin elde edilemedigi de bildirildi.

PLD geninin genomundan ¢ikarildig1, C. pseudotuberculosis'in bir formu olan
Toxminus (rekombinant C. pseudotuberculosis) ile agizdan agilanan KL A ile enfekte
olmus bir grup koyunda as1 etkinligini Olgmek i¢in altinct bir ¢alisma
gerceklestirdiler ve C. pseudotuberculosis bakterisinin PLD enzimi ile hazirlanan iki
farkl1 canli as1, hafta sonu 1x10° ml/bakteri oraninda test edilmis ve oral tek doz

Toxminus ile hazirlanan asinin challange uygulamasi sonrasinda koyunlar iizerinde
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koruyucu etkisinin olmadig tespit edilmistir.

KLA’dan korunmak icin 5x10° bakteriden olusan iki farkli as1 formiilasyonu
ve tek doz 50 pg rekombinant PLD toksini, C. pseudotuberculosis'in formalin ile
inaktive edilmesiyle %50 (h/h) aliiminyum ile birlestirilmistir. Hazirlanan asinin
etkinligi test edildi. Sonuglar Glanvac 3TM ile karsilagtirildi. Asilama sonrasinda
olusan noétralize edici anti-PLD antikorlarinin koruyucu bagisiklik kazandirmada
etkili oldugu soylenmektedir. Ancak baska bir ¢alisma, genetik olarak inaktive
edilmis PLD'den hazirlanan Glanvac 3TM ile asilanan hayvanlarin KLA’ya karsi
etkili bagisiklik kazanmadigini gosterdi.

Toxminus suslari, majéor immiinodominant antijenlerden saflastirilir ve
viriilanslari, rekombinant canli vektorler olarak kullanilmak iizere etkisiz hale
getirilir ve zayiflatilir. Toxminus susunun mutasyona ugramigs bir PLD geni
icermesiyle es zamanli olarak konakg¢ida inaktif PLD toksini sentezler. Iki ayr1 asi
hazirlanip koyunlara agizdan uygulandiktan sonra (Toxminus ve inaktif PLD geni
tagtyan Toxminus susu), her iki asida da benzer humoral bagisiklik gdzlendi. Ancak
inaktive edilmis PLD genini tagiyan bir susla agilanan hayvanlarda daha hizli ve daha
giclii bagisiklik gelisti. Sinsillalarda yapilan denemeler sonrasinda agizdan
Toxminus susu ile asilanan asili hayvanlarda sinsillaya karsi koruma saglayacak
yeterli bagisiklik gelismedigi, ancak deri alt1 asilama sonrasinda koruma saglandigi

bildirildi. Bu durumun asinin uygulanma sekliyle ilgili oldugu sdylenmektedir.

2.11. Adjuvant Kullanim
2.11.1. Adjuvantin Genel Ozellikleri

En O6nemli amag, bulasic1 hastaliklara karsi asilarda bagisiklik tepkilerinin
etkinligini arttirmaktir. Bu nedenle adjuvan kullanimi kagmilmaz hale gelmistir.
Adjuvan kelimesinin kokii Latince "Adjuvare" kelimesinden gelmekte olup anlami
yardim etmek, artirmak olarak tanimlanmaktadir. Adjuvanlar, etki sekillerine ve
tiirlerine gore, antijenlerin etkisini artiran, ¢oklu asilama sonrasinda immiin yanitlari
uyaran adjuvanlar, tek enjeksiyonla immiin yanitlar1 uyaran adjuvanlar ve sitotoksik

T lenfositleri uyaran adjuvanlar olarak ikiye ayrilir (Achal ve ark., 2005).
As1 calismalarinda kullanilan sus, antijen miktari, inaktivasyon yontemi ve

adjuvan tipi gelisecek humoral ve hiicresel bagisiklig1 etkileyebilmektedir (Hadimli
ve ark., 2007).
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Hedef hastaliklara kars1 koruma saglayan asilarin hazirlanmasinda, bagisiklik
sisteminin tepkisini arttirmak, korumayi arttirmak ve uzun siireli devamliligini
saglamak amaciyla as1 kombinasyonundaki etki sekline gore ¢esitli adjuvanlar tercih
edilmektedir. (Berg ve ark., 2007).

Asi olarak kullanildiginda birgok immiinojen, viicutta daha uzun siire kalacak
sekilde vyavas emildigi bolgelerden uygulanir ve emilimi yavaslatarak

immiinojeniteyi artiran adjuvanlarla karigtirilir.

Ozellikle aktif olmayan mikroorganizmalar viicutta ¢ok hizli bir sekilde
katabolize olur ve bu da onlar1 yeterince uzun bir siire boyunca bir bagisiklik
tepkisini uyaramaz hale getirir. Bu nedenle inaktive asilarin etkinligini arttirmak igin
viicutta daha uzun siire kalmalar1 ve bagisiklik hafizasin1 uyarmalar1 saglanmalidir

(Kampstrup ve ark., 1999).

Cizelge 2.3. Baz1 6nemli adjuvantlar ve etki tarzlari

Tip Adjuvant Etki Tarzi

Aliminyum fosfat Depo etkisi

Aliiminyum Tuzlar Aliiminyum hidroksit Depo etkisi

inkomplete Freund Adjuvant
Su-Yag Emiilsiyonlar (IFA)
Mineral Yaglar

Depo Etkisi
Depo etkisi

Anaerobik Corinebakteri Makrofaj uyaricisi

BCG Makrofaj uyaricisi
Bakteriyel Fraksiyonlar  [Muramil dipeptid Makrofaj uyaricisi

Bordotella pertussis Lenfosit uyaricisi

LPS Makrofaj uyaricisi

Saponin Antijen islenme uyaricist
Yiizey Aktif Ajanlar Lizolesitin Antijen islenme uyaricisi

Pluronik deterjanlar Antien iglenme uyaricisi
Kompleks Karbonhidratlar|Glukanlar Makrofaj uyaricisi

Freund Complete Adjuvant |Makrofaj ve T hiicre

Karisik Adjuvantlar (CFA) uyaricisi

As1 etkinligini arttirmak icin adjuvan se¢imi ¢ok &nemlidir. Ozellikle
rekombinant ve sentetik proteinlerin kombinasyonundan olusan asilarin etkinligi,
inaktif mikroorganizmalardan hazirlananlarla karsilastirildiginda; rekombinant ve

sentetik proteinler daha az immiinojenik oldugundan asilama sonrasi bagisiklik
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diizeyinin daha diisiik oldugu gozlemlenmistirr Bu durumdan dolayr as1
kombinasyonlarinda daha spesifik adjuvanlarin  kullanilmas1  gerektigine
inanilmaktadir. Adjuvanin se¢imi, hedef organizmanin ozelliklerine, antijenin bir
bagisiklik tepkisi olusturma sekline ve asinin uygulanma sekline baglidir (Shuman,
1994).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg¢
3.1.1. Hayvan Numuneleri

Bu calismada, Sanlurfa ili ile ¢evresindeki illerde mezbaha ve sahadan KLA
stipheli hayvanlardan alinan apse igerikleri etken izolasyonu amaci ile kullanilmistir.

Numune alinan yerler, hayvan tiir ve sayilar1 Cizelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Numunelerin alindigi iller ve hayvan tiirleri

il Koyun Kegi
Kahramanmaras 1 2
Sanlurfa 3 1
Diyarbakir 2 2
Elaz1g 1 1
Gaziantep 3 1
Adiyaman 2 1
Toplam 12 8

3.1.2. Standart Sus

American Type Culture Collection (ATCC) 19410 kodlu 66268 lot numaral

sus pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Besiyerleri, Solusyonlar ve Ayiraclar
3.1.3.1. Kanh Agar (Sigma, 70133)

Pepton 10 gr/l

Triptoz 10 gr/l

Sodyum kloriir 5 gr/l

Agar 15 g/l
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Distile Su 1000 ml

pH (25°C) 7.3+0.2

Besiyerinin hazirlanmasinda 40 gram besiyeri 1 litre distile suda homojen bir
karisim elde edene kadar karistirildi. Hazirlanan besiyeri karigimi 121°C otoklavda
15 dakika siireyle otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikardiktan sonra besiyeri karigimini
50°C'ye kadar sogutuldu. Soguyan besiyeri karisimina %35 oraninda defibrine koyun
kan1 eklenip homojen hale gelene kadar nazik¢e karistirildi. Her bir steril petriye
ortalama 15 ml'lik besiyeri karisimi dokiildii. Petriler oda sicakliginda sogumaya
birakildi.
3.1.3.2. Brain Hearth Infusion Agar (Sigma, 70138)

Proteoz pepton 10 g/l

Dekstroz (Glukoz) 2 g/l

Sodyum kloriir 5 g/

Disodyum hidrojen fosfat 2.5 g/l

Agar 15 g/l

Distile Su 1000 ml

pH (25°C) 7.4+0.2

Besiyerinin hazirlanmasinda 52 gram besiyeri 1 litre distile suda homojen bir
karisim elde edene kadar karistirildi. Hazirlanan besiyeri karigimi 121°C otoklavda
15 dakika siireyle otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikardiktan sonra besiyeri karisimini
50°C'ye kadar sogutuldu. Soguyan besiyeri karigimindan her bir steril petriye

ortalama 15 ml dokiildii. Petriler oda sicakliginda sogumaya birakildi.

3.1.3.3. Brain Hearth Infusion Broth (Sigma, 53286)

Beef Heart (infusion form) 5 g/l

Calf Brain (infusion form) 12.5 g/I
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Proteoz pepton 10 g/l

Dekstroz (Glukoz) 2 g/l

Sodyum kloriir 5 g/l

Disodyum hidrojen fosfat 2.5 g/l

Distile Su 1000 ml

pH (25°C) 7.4+0.2

Besiyerinin hazirlanmasinda 37 gram besiyeri 1 litre distile suda homojen bir
karisim elde edene kadar karistirildi. Hazirlanan besiyeri karigimi 121°C otoklavda
15 dakika siireyle otoklavlandi. Otoklavdan ¢ikardiktan sonra besiyeri karigimini

50°C'ye kadar sogutuldu.

3.1.3.4. Karbonat-Bikarbonat Buffer (Antijen Kaplama Soliisyonu)

1 adet kapsiil (Sigma, C3041), 100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek

kullanima hazir hale getirildi.

3.1.3.5. PBS (Phosphate Buffered Saline)

Sodium klortir 8 g/l

Potasyum kloriir 200 mg/1

Disodium hidrojen fosfat 1.44 g/l

Potasyum dihidrojen fosfat 240 mg/1

Distile Su 1000 ml

pH (25°C) 7.2
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3.1.3.6. Yikama Soliisyonu

Tween 20 0.5 ml

PBS 1000 ml

3.1.3.7. Bloklama Soliisyonu

Kazein2 g

Tween 20 0.05 ml

PBS 100 ml

3.1.3.8. Test Diliienti

Tween 20 0.05 ml

BSAl5g

PBS 100 ml

3.1.3.9. Konjugat
Anti-tavsan IgG konjugat dilution buffer ile 1:30.000 diliie edildi (Tavsan

serumu ile testi caligmak i¢in)

Anti-kobay IgG konjugat test diliienti ile 1:10.000 diliie edildi (Kobay serumu

ile testi caligmak igin)

Anti-koyun IgG konjugat test diliienti ile diliie edildi. (Koyun serumu ile
calismak i¢in)
3.1.3.10. Substrat

Thermo Scientific TMB Substrate kit (34021) kullanildi. 1:1 oraninda TMB
Solusyon ve Peroksit soliisyonu kullanildi.
3.1.3.11. Durdurma Soliisyonu

Sigma S5814 TMB Substrate i¢in olan Sigma (S5814) durdurma soliisyonu
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kullanildi.

3.1.3.12. Oksidaz Ayiraci (Bioanalyse- STR00150)

Gram boyama islemi tamamlandiktan sonra siipheli koloniler segilip, oksidaz
c¢ubuguna 6ze yardimiyla alinan koloni siiriildii. 30 saniye boyunca renk degisimi
gbzlemlendi. Oksidaz ¢ubugunda mor renk degisimi gézlemlenen koloniler oksidaz
pozitif olarak, renk degisimi olmayan koloniler oksidaz negatif olarak degerlendirildi
(Bilgehan, 1995).
3.1.3.13. Katalaz Testi

Lam iizerine hidrojen peroksit damlatilarak siipheli koloniden alinip homojen
hale getirildi. Hava kabarcig1 olan kolonilerin katalaz pozitif (+) olduguna karar
verildi (Bilgehan, 1995).
3.1.3.14. Vitek2 CBC Kiti

Corynebacterium cinsi benzeri slipheli etkenlerin tiir tayini i¢in kullanildi
(Pincus, 20006).

3.1.4. Testlerde Kullanilacak Pozitif ve Negatif Serumlar

Seronegatif koyunlardan alman kan serumlar1 negatif kontrol, asilanmis
hayvanlardan alinan kan serumlari pozitif serum olarak kullanildi. (Oualitative Sheep
C. pseudotuberculosis Antibody (Anti- CP) (MBS109421) kullanild.

3.1.5. DNA Ekstraksiyonu
3.1.5.1. DNA Ekstraksiyon Kiti

Thermo Fischer invitrogen Pure LinkTM Genomic DNA mini Kit (K182002)
bakteriyel genomik DNA izolasyonu i¢in kullanildi.

3.1.5.2. Primerler

LETGEN firmasindan tedarik edilen primerler kullanildi Etkenin pld gen
bolgesini cogaltan PCR primerleri kullanilarak 203 bp'lik fragmentin ¢ogalmasi
saglandi (Pincus, 2006). (Cizelge 3.2)
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Cizelge 3.2. C. pseudotuberculosis i¢in primer dizilimi

Hedef Primer Ismi Primer Dizilimi Primer Biyukligi

C. Forward PLD-F 5’-ATA 203 bp
pseudotuberculosis AGC GTA AGC
AGG GAG CA-3°

Reverse PLD-R1 5’-ATC
AGC GGT GAT
TGT CTT CC-3

3.2. Yontem
3.2.1. Apse Iceriklerinden Orneklerin Ahnmasi

KLA, zoonoz bir hastalik oldugundan numune alinirken dikkat edilmelidir.
Oncelikle apse bolgesi %70’lik etil alkol ile temizlendikten sonra gazli bez
yardimiyla hafifce bastirilip apse icerigi bir miktar disartya bosaltildiktan sonra steril
enjektor yardimiyla geride kalan apse iceriginin tiimii alind1 ve 50 ml’lik falkonlara

aktarildi. Her bir numune ¢alisma yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.2.2. C. pseudotuberculosis’in Izolasyonu

Alman apse Ornekleri % 5 koyun kani igeren Kanli agarlara ekildi.
Mikroaerofilik sartlarda 37°C'de 48 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
kiigiik, beyaz, kuru ve kolay parcalanan koloniler secildi. Secilen koloniler Gram
boyama metodu ile boyandi. Gram pozitif, kiicik koko-basiller secilerek
subkiiltiirleri yapildi. Subkiiltiirlere katalaz testi ve oksidaz testi uygulandi. Katalaz
pozitif, oksidaz negatif koloniler C. pseudotuberculosis siipheli olarak degerlendirildi
(Baird ve ark., 2007; Erganis ve ark., 1990).

3.2.3. Gram Boyama

Bir lam tzerine 1 damla fizyolojik tuzlu su damlatildi. Siipheli C.
pseudotuberculosis kolonilerinden bir 6ze alinarak homojen hale getirildi ve yayildi.
Oda sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar fiziksel fiksasyon i¢in alevden
3 kez gegirildi. Kristal violet soliisyonu lamin iizerine damlatildi ve 2 dakika
boyunca beklenildi. Boya dokiildii ve lamlar distile suyla yikandi. Lugol soliisyonu
lamin iizerine damlatild1 ve 1 dakika beklenildi. Lugol soliisyonu dokiildi ve lamlar
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distile suyla yikandi. Decolorizasyon soliisyonu lamlarin {izerine dokiildii ve 10-15
saniye beklenildi. Lamlar distile suyla yikandi. Safranin soliisyonu lamlarin {izerine
damlatild1 ve 30 saniye boyunca beklenildi. Siire sonunda lamlar bol distile suyla
yikandi ve kurutma kagidiyla kurutuldu. Hazirlanan preparatlar 1sik mikroskobu
altinda 100x objektif ile incelendi. Gram (+) kiiclik koko-basiller C.
pseudotuberculosis siipheli olarak degerlendirildi (Anonim, 2013).

3.2.4. C. pseudotuberculosis’in PCR ile Identifikasyonu
3.2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

Kit prosediiriine uygun yapildi. (Invitrogen Pure LinkTM Genomic DNA
Mini Kit (K182002) kullanildi.

3.2.4.2. Amplifikasyon

PCR i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi (Cizelge 3.3.), PCR tiiplerine esit
sekilde dagitildi. Her bir tiipe 5 ul DNA 6rnegi eklendi. Negatif kontrol igerisine de 5
ul DNase Free Water eklendi. Pozitif kontrol olarak da C. pseudotuberculosis ATCC
19410 susu kullanildi. Thermal Cycler DNA amplifikasyonu icin, 95°C’de 3 dk,
95°C’de 1 dk, 58°C’de 40 sn, 68°C’de 1 dk 30 sn olacak sekilde 40 dongii olarak
ayarlandi. Son olarak 1 kez 68°C’de 7 dakika final zincir uzamasi ile amplifikasyon

tamamlandi (Pacheco ve ark., 2007).

Cizelge 3.3. PCR i¢in Reaksiyon Karigimi

PCR Buffer 5uL
25 mM MgCl2 5uL
250 mM dNTPs 4 uL
Forward primer 1 uL
Reverse primer 1 uL
Tagpolimeraz 2 ul
Template DNA S5uL
DNase Free Water 27 uL
Toplam 50 ul
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3.2.4.3. PCR Numunelerinin Goriintillenmesi

PCR islemi tamamlandiktan sonra, amplifiye edilen DNA ornekleri %1.5
agaroz jelde elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez islemi i¢in uygun boyutta bir jel
hazirland1 ve Ornekler jel kuyularina yiiklendi. Elektrik akimi uygulanarak DNA
ornekleri jelde gog ettirildi. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel, ultraviyole
transilluminatérde (UVCI-1100, MAJOR SCIENCE) goriintiilendi.

3.2.5. C. pseudotuberculosis izolatlariin Hemolitik Unit Testi

C. pseudotuberculosis izolatlarina numunelerine hemolitik unit testi yapildi.
PLD toksini ihtiva eden C. pseudotuberculosis izolatlarinin sinerjik hemolitik
aktivitesi test edildi. 96 gozlii mikropleytlerin ilk kuyucuguna 200 pl 0,2um ile filtre
ile siiziilen bakteri siipernatant1 (toksini) eklendi. Diger kuyucuklara 50 pl PBS
eklendi. Dilusyonlar1 yapildi. Her bir kuyucuga sonrasinda defibrine koyun kan1 ve
filtre edilmis Rhodococcus equi siipernatantt % 1.5 ve %13.5 konsantrasyonlarda
eklendi. 24 saat 37°C'de inkiibe edildikten sonra mikropleytlerde tam hemoliz
gosteren son kuyucuk izolatin hemolitik aktivite titresini belirledi. En yiiksek
hemolitik aktivite titresini veren izolat asi susu ve celing testlerinde kullanilmak

tizere belirlendi (Songer ve ark.,1987; Egen ve ark., 1989).
3.2.6. C. pseudotuberculosis’in VITEK ile identifikasyonu

Dollvet Biyoteknoloji A.S. biinyesinde bulunan Bakteri Tanimlama Cihaz1
(VITEK/COMPACT VK2C22273) ile identifikasyonu yapildi.
3.27. C. pseudotuberculosis izolatinin Filogenetik Tiir Tayini ile
Identifikasyonu

BMLabosis firmasina gen sekansi i¢in izolatin DNA’st numune olarak
gonderildi.
3.2.8. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

C. pseudotuberculosis izolat1 (S2) ve standart sus, ylikleme tamponu (900 pl
4X Laemmli Sample Buffer + 100 ul 2-merkaptoethanol) ile 1:3 oraninda karistirilip
95°C’deki suda 5 dk kaynatildi ve jele yiikleme yapilincaya kadar buz lizerinde
bekletildi.

Hazir olan camlar plaka tutucu igerisine kilitlenen Mini-PROTEAN Tetra Cell
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plaka sistemine yerlestirildi. Once 15 ml %10’luk seperasyon jeli (seperating gel)

hazirlandi.

Cizelge 3.4. Seperasyon (ayirici- %10) jelin hazirlanmasi

Saf su 5.9 ml
%30 Akrilamid mix 5ml

1.5 M Tris (pH: 8.8) 3.8 ml
%10 SDS 150 pl
%10 Amonyum Persiilfat 150 pul
TEMED 12 ul

TOPLAM 15 ml

Hazirlanan seperasyon jeli cam plakalar arasina yukaridan 2 cm bosluk
birakilacak sekilde dokiildii. Jelin {ist kisminin diiz olmasi i¢in jel daha polimerize
olmadan {izerine pastor pipeti ile distile su dokiildii ve jel oda sicakliginda 15-20 dk

polimerize olmasi i¢in bekletildi.

Jelin polimerize oldugundan emin olunduktan sonra iizerindeki su dokiildii.

Seperasyon jeli hazir olduktan sonra %5°’lik yiikleme jeli (stacking gel) hazirlandi.

Cizelge 3.5. Stacking (yiikkleme- % 5) jelin hazirlanmast

Saf su 4.1 ml
%30 Akrilamid mix 1 ml
1.5 M Tris (pH: 8.8) 750 pul
%10 SDS 60 pul
%10 Amonyum Persiilfat 60 pl
TEMED 6 ul
TOPLAM 6 ml

Hazirlanan yiikleme jeli, seperasyon jelinin iizerine dokiildii ve kuyucuklari
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olusturmak i¢in jelin iizerine tarak takildi. Jelin polimerlesmesi i¢in en az 30 dk
beklendi.

Soliisyonlarin Hazirlanmast:

Cizelge 3.6. Akrilamid/Bisakrilamid Soliisyonu (% 30) hazirlanmasi

Akrilamid (Sigma/A8887) 29¢g
Bisakrilamid (Applichem/A3636) lg
Saf su 100 ml

60 ml saf suda Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zdiiriiliir, sisenin etrafi aliiminyum folyo
kapatilir 50-60°C’de karistirildi. Iyice ¢dziindiikten sonra 100 ml’ye tamamlandi.

Cizelge 3.7. %10 Sodium Dodesil Siilfate Soliisyonu (SDS) hazirlanmasi

SDS (Sigma/L5750) lg
Saf su 10 ml

Cizelge 3.8. %10 Amonyum Persiilfat Soliisyonu (APS) hazirlanmasi

Amonyumpersiilfat (Applichem/A2941) 1 g
Saf su 10 ml

1 ml olacak sekilde eppendorf tiiplerine taksim edildi ve -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.9. 1 M Tris-HCI pH: 6.8 hazirlanmasi

Tris (MERCK/108387) 12.11¢g
HCI (Sigma/30721) 100 ml
Saf su -

Tris once 70 ml’de ¢ozdiiriildi, pH’s1t HCI ile 6.8’e ayarlandi ve 100 ml’ye
tamamlandi.
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Cizelge 3.10. 1.5 M Tris-HCI pH: 8.8 hazirlanmas1

Tris (MERCK/108387) 18.17 g
HCI (Sigma/30721) -
Saf su 100 ml

Tris once 70 ml’de ¢ozdiirtildii, pH’s1 HCI ile 8.8’e ayarland1 ve 100 ml’ye
tamamlandi.

Cizelge 3.11. Destaining Soliisyonu hazirlanmasi

% 50 methanol 250 ml
% 10 glacial asetic asid 50 ml
% 40 Saf su 200 ml

Cizelge 3.12. 10X SDS Running Buffer hazirlanmasi

Tris 30g

Glisin 144 ¢

SDS 10g

Saf su 1000 ml

800 ml’de Tris, Glisin ve SDS ¢6zdiiriildii ve 1000 ml’ye tamamlandi.

Cizelge 3.13. 1X SDS Running Buffer hazirlanmasi

10X SDS Running Buffer 100 ml

Saf su 900 ml

3.2.9. C. pseudotuberculosis Susunun ve Standart Susun Antijen Uretimi i¢in
Cogaltilmasi ve Inaktivasyonu

Izolasyon ve identifikasyonu yapilan C. pseudotuberculosis izolat1 (S2) ve

standart sus 10 adet Kanli agar besiyerine 0.1 ml ekim yapilarak 48 saat 37°C’de
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inkubatorde inkiibasyona birakildi. 48 saat sonunda kolonilerin iiredigi petriler
ortalama 400 ml steril PBS ile toplanarak 30 litrelik biyoreaktére bir gece 6nceden
steril edilmis icerisinde % 0.1 Tween 80 bulunan BHI besiyerine steril sekilde
aktarim yapildi. 96 saat biyoreaktérde iireyen antijenden numune alinarak canlilik
saymmi icin dilusyonlart yapildi (3.1 x 10° CFU/ml). Her bir antijenden 1 litre
numune alindiktan sonra % 0.4 Formaldehit ile inaktive edildi. (24 saat +4°C’de)
Inaktivasyon islemi sonrasinda inaktivasyon kontrolii yapildi (Avrupa Farmakopesi
2.6.1. Sterilite Testi).

3.2.10. Deney Hayvanlarina inokulasyon, Minimum Letal Doz (MLD50)

Belirlenmesi

Kullanilan Deney Hayvanlan

Swiss Albino fareler, tavsan ve kobaylar kullanildi. Hayvanlar cinsiyet
gozetmeksizin secildi. ELISA icin kuzular ve challenge testleri i¢in de hedef

hayvanlar kullanilmistir.

Uygulama yapilabilmesi i¢in Dollvet Biyoteknoloji A.S. Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan (DOLLVET- HADYEK) 2022/06 sayili etik kurul izni

alimmustir.

Bu c¢alismada 81 fare, 12 tavsan, 12 kobay ve 10 koyun kullanild1 (9 CFR

Boliim 3 ve Boliim 9).
Minimum Letal Doz (MLD50) Belirlenmesi ve Formulasyon Denemeleri

Biyoreaktordeki {iriin 15 kat konsantre edilip, farkli formulasyonlar
hazirlandi. Bu formulasyonlar; bakteri, toksin, bakteri+toksin olacak sekilde 81 adet
fareye MLDjs, belirlenmesi icin (0,2 ml) enjekte edildi. 12 adet kobay ve 12 adet
tavsana 10~ ‘den 10”’¢ kadar bakteri kiiltiirii dilusyonlari yapilarak (0.2 ml) enjekte
edildi.

Bakteri (Saf): Uretilen antijenden 50 ml aliarak 5500 rpm’de 20 dk santrifiij
edildikten sonra supernatant atildi. Dipte kalan pellet BHI ile aynm1 hacime
tamamlanip 10" ‘den 10™’a kadar diliisyonlar1 yapilarak her bir diliisyon 3’er fareye

enjekte edildi.
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Toksin (Siipernatant): Uretilen antijenden Uriinden 50 ml almarak 5500
rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra supernatant 10" ‘den 10°’a kadar

diliisyonlar1 yapilarak her bir diliisyon 3’er fareye enjekte edildi.

Bakteri +Toksin: Uretilen antijeden Uriinden 50 ml alinarak 10" ‘den 10°’a

kadar diliisyonlar1 yapilarak her bir diliisyon 3’er fareye enjekte edildi.

Hayvanlar 1 hafta siireyle gézlendi. Olen diliisyonlardaki hayvan sayisina ve
canlilk saymimma goére MLDs, degeri belirlenip formulasyon yapildi. MLDs,
degerinin saptanmasi icin REED VE MUENCH (Muthannan, 2016; Reed ve
ark.,1938) metodu kullanildi.

log,, son diliisyon= -[(toplam 6len hayvan sayisi/ her diliisyonda inokulasyon

yapilan hayvan sayisi) + 0.5] % log diliisyon faktorii

3.2.11. As1 Formulasyonlarinin Hazirlanmasi

96 saat sonunda tiretimi tamamlanan ve numune alinan C. pseudotuberculosis
susundan canlilik sayimi yapildiktan sonra farkli agi formulasyonlar1 hazirlandi. 3

adet farkli formulasyon yapildu.

Formulasyon: Bakteri (Saf): 5500 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant atildi. Dipte kalan pelet 15x konsantre olacak sekilde PBS ile ayni

hacime tamamlandi.

Formulasyon: Toksin (Siipernatant): 5500 rpm’de 20 dk santrifijj
edildikten sonra siipernatant toplandi. 10 kDa ile 15x konsantre edildi (0.6 mg/ml)

Formulasyon: Bakteri +Toksin: 5500 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten

sonra siipernatant toplandi. 10 kDa ile 15x konsantre edildi, 2.formulasyondaki

toksin ile karigtirildi. Bakteri + toksin formulasyonu elde edildi.
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Cizelge 3.14. Formulasyon
Diliisyon Miktar1 | Antijen Miktar: Kullamlan | PBS Miktar1
Adjuvan Miktari
(%10 AIOH)
10”7 0.11 ml 50 ml 449.9 ml
107 1.11 ml 50 ml 448.9 ml
107 11.11 ml 50 ml 4328.9 ml
10710 111.11 ml 50 ml 338.9 ml

fgerisinde 3.1 x10° CFU/ml 6lii bakteri bulunan her bir diliisyondan

hazirlanan formulasyon homojenize olmasi amaciyla 18-24 saat 37°C’de manyetik

karistirici iizerine birakildi.

3.2.12. Hayvanlarda Asilama ve Etkinlik

Deney Hayvanlarinda Asillama

Cizelge 3.14’e¢ gore hazirlanan as1 formulasyonlar1 3’er fareye 0,2 ml, 3

tavsan ve 3 kobaya 1 ml deri alti yol ile asilama yapildi. 14 giin sonra biitiin

hayvanlara rapel yapildi. 2. asilamadan 14 giin sonra fare, tavsan ve kobaylarin 10

MLDs, olarak canli bakteri kiiltiirii ile deri alt1 yolla epriivasyonlart yapildi. Tim

hayvanlar 1 hafta siire ile gozlemlendi. Olen ve sag kalan hayvanlar degerlendirildi.

Spearmaen-Karber metodu ile MLDs, degeri hesapland1 (Srivastava ve ark., 2022).

Koruma dozu= ((X-d/2) +(d x S))

X: log10 tabaninda en diisiik diliisyon

d: log10 tabaninda dilusyon faktorii

S: Toplam canli hayvan sayisi
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Hedef Hayvanlarinda Asilama

Bu calismada 10 adet koyun kullanildi. ELISA sonucuna gore seronegatif
cikan hayvanlar 2 gruba ayrildi. Her grupta 5 hayvan kullanildi. 5 tane asili grup
hayvan 10° CFU/ml ihtiva eden Bakteri + Toksin formulasyonu ile 5 tane de asisiz
grup 1 ml olacak sekilde plasebo (PBS) ile 14 giin arayla asilandi. 2. Asilamadan 14
giin sonra hem kontrol grubuna hem de asili gruba 1 x 10’ CFU/ml olan Bakteri +
Toksin formulasyonu verilerek epriivasyon (challenge) calismasi yapildi (Erganis ve
ark., 1990). 0.giin, 14.giin ve 28.glin kan alinarak ELISA’da kullanilmak iizere
-20°C’ye kaldirildi. Enjeksiyon sonrasi 5-6 ay kadar enjeksiyon yapilan yerler
kontrol edildi.

3.2.13. Deney Hayvanlarinda Hiperimmunizasyon Calismasi

Antijen Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) calismalarinda
kullanilmak tizere 10 kobay ve 10 tavsana hiperimmun serum elde etmek amaciyla
immunizasyon yapildi (Avrupa Farmakopesi 0030). Immunizasyon da 2 farkl

immunizasyon antijen kullanild:
1. Grup: Bakteri Kiiltiirii
2. Grup: Toksin (siipernatant)
Serum olarak immunizasyonu yapilan kobay ve tavsanlarin kan serumlari

kullanildi. Antijen ELISA nin yapilmasinin amaci formulasyonda kullanilan Inaktif

antijen (C. pseudotuberculosis) miktarinin belirlenmesidir.
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Cizelge 3.15. Immunizasyon Programi

Giin Enjeksiyon Miktar1 Enjeksiyon Yeri I¢erik
Iml immunizasyon antijeni +1 ml

! 2ml Subkutan complete freund’s adjuvant
d : .
7 2ml Subkutan }ml 1mmum‘zasyor’1 antl_!em 1 ml
incomplete freund’s adjuvant
Tavsan:
Kulak
14 0.5 ml Immunizasyon antijeni
Kobay:
Subkutan
18 1ml Immunizasyon antijeni
22 1.5ml Immunizasyon antijeni
26 2ml Immunizasyon antijeni
30 3ml Immunizasyon antijeni
34 Sml Immunizasyon antijeni

Son enjeksiyondan 1 hafta sonra kalpten tiim kan alindi, serumlan ¢ikanldi. Gelecek
donem ELISA veya diger testlerde kullanilmak tizere 1’er ml eppendorflara taksim
edilerek -80°C’ye kaldirildi.

3.2.14. ELISA

Calismada hem antijen ELISA hem de antikor ELISA yapildi. Antijen ELISA
yapilmasinin amaci, liretilmis olan antijenin inaktif edildikten sonra antijen miktarini
tayin edilmesi ve formulasyonunun belirlenmesidir. Antikor ELISA yapilmasinin
amaci ise, hayvanlara asilama sonrasi olusan antikor titresinin belirlenmesidir.
ELISA protokolii modifiye edilerek uyguland: (Yildiz ve ark., 2012).

3.2.14.1. Antijen ELISA

Primer ve sekonder antikor olarak kullanilan tavsan ve kobay hiperimmun
serumlari iki farkli antijen grubu (Bakteri Kiiltiirii ve Toksin) ile asilanmis tavsan ve

kobay immunizasyon sonrasi alinan serumlardir.

ELISA Prosediirii

Kaplama i¢in tavsan hiperimmun serumlari karbonat-bikarbonat soliisyonu ile
1:1000 oraninda diliie edilerek diiz tabanli 96 gozlii ELISA pleytlerinde (NUNC

692620) her kuyucuga 100 pul olacak sekilde eklendi ve 18 saat 4 °C’de inkiibasyona
birakildu.
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Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 4 kez yikand.

% 5 kazein ile bloklama yapildi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda pleytler 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Bloklama sonrasinda her bir antijen numunesinin ilk diliisyonda 1/32 ‘den
baslayarak 1/2048 diliisyona kadar kathi diliisyonlar1 yapildi. Diliisyonlar asagiya
dogru iki tekrarli olacak sekilde 100 pl kuyucuklara eklendi. Pleytlerin iizeri
kapatilarak 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Antijen numune hazirlama:

Calismada 1 ay bekletilmis antijenler ile yeni iiretilen antijenler olmak tizere 6

farkl1 antijen numunesi test edildi.
Formulasyon: Bakteri (Saf): 5500 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten sonra
supernatant atildi. Dipte kalan pelet 15x konsantre olacak sekilde PBS ile aym

hacime tamamlandi.

Formulasyon: Toksin (Siipernatant): 5500 rpm’de 20 dk santrifiij
edildikten sonra slipernatant toplandi. 10 kDa ile 15x konsantre edildi (0.6 mg/ml)

Formulasyon: Bakteri +Toksin: 5500 rpm’de 20 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant toplandi. 10 kDa ile 15x konsantre edildi, 2.formulasyondaki
toksin ile karistirildi. Bakteri + toksin formulasyonu elde edildi.

Inkiibasyon sonras1 pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikand.

Her bir kuyucuga test diliienti ile 1:100 oraninda diliie edilen kobay

hiperimmun serumu 100 pl eklenerek 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikand.

Her bir kuyucuga test diliienti ile 1:10000 oraninda diliie edilen 100 pl Anti-
kobay konjugat eklenerek 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikand.
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Her kuyucuga 100 ul Substrat eklendi. 15 dk inkiibasyona birakildiktan sonra
her kuyucuga 100 ul stop soliisyonu eklenerek 450 nm ELISA reader’da okutuldu.
Antijen miktar1 tayini i¢in Optik Dansiteler (OD) Excel’de hesaplandi.

3.2.14.2. Antikor ELISA

Antikor ELISA i¢in 2 farkli metot ile kaplama yapildu.

Toksin Kaplama

Kaplama icin hazirlanan siipernatant antijeni karbonat-bikarbonat soliisyonu
ile 1:2 oraninda diliie edilerek diiz tabanli 96 gozlii ELISA pleytlerinde (NUNC
692620) her kuyucuga 100 ul olacak sekilde eklendi ve 18 saat 4 °C’de inkiibasyona
birakildu.

Antijen Hazirlama:

Uretilen bakteri+ toksin kiiltiiriinden 20 ml alinarak 6000 rpm’de 20 dk

santrifiij edildi. Kaplama i¢in siipernatant kullanildi.
Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 4 kez yikand.

% 1.5 BSA ile bloklama yapildi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda pleytler 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Bloklama sonrasinda her bir serum numunesinin 1/64 ‘ten baslayarak kath
diliisyonlart yapildi. Her diliisyondan 100 pl olacak sekilde kuyucuklara
eklendi. Pleytlerin tizeri kapatilarak 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Kullanilan Test Serumlari

3 grup, her grupta 3 hayvan olacak sekilde Bakteri, Toksin ve Bakteri +
Toksin formulasyonlariyla 0.giin, 14.giin, 28.giin asilanmis hayvanlardan alinan kan
serumlar1 kullanilda.

Inkiibasyon sonras1 pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Her bir kuyucuga test diliienti ile 1:10000 oraninda diliie edilen 100 pul Anti-
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koyun konjugat eklenerek 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakilda.

Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikand.

Her kuyucuga 100 ul Substrat eklendi. 15 dk inkiibasyona birakildiktan sonra
her kuyucuga 100 ul stop soliisyonu eklenerek 450 nm ELISA reader’da okutuldu.
Antijen miktar1 tayini i¢in Optik Dansiteler (OD) Excel’de hesaplandi.

Bakteri Lizati ile Kaplama

Kaplama i¢in hazirlanan bakteri lizat1 antijen olarak kullanildi ve karbonat-
bikarbonat soliisyonu ile 1:10 oraninda diliie edilerek diiz tabanli 96 gozlii ELISA
pleytlerinde (NUNC 692620) her kuyucuga 100 pl (3.1x 10° CFU/ml) olacak sekilde
eklendi ve 18 saat 4 °C’de inkiibasyona birakildh.

Antijen Hazirlama:

Lize edilmis bakteri kiiltiiri kullanildi.

Uretilen antijenden 2 ml almarak 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Stipernatant kismu atilarak dipte kalan pelet {izerine 2 ml pH:7.4 olan PBS
eklendi ve 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.Bu islem 2 kez uygulandi.

Dipteki pelet iizerine 5 ml % oraninda icerisinde %2 Lizozim, 89 mM TRIS
ve 2 mM EDTA bulunan Ringer Soliisyonu eklendi.Bu hazirlanan solusyon 56 °C’de
30 dk inkiibe edildi.

Siire sonunda tam homojenizasyon igin iyice vortekslendi.

Uzerine %0.3 formaldehit eklenerek 24 saat 4 °C’de inkiibasyona birakildi.

Siire sonunda hazirlanan numune 30 dk 100 °C’de kaynatildi.

6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra iistte kalan silipernatant kismi

1:10 oraninda karbonat-bikarbonat soliisyonuyla karistirildi.
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Cizelge 3.16. Ringer Soliisyonu hazirlanmasi

Sodyum klortir 2.25 g/l
Potasyum kloriir 0.105 g/1
Kalsiyum klortir 0.06 g/l
Sodyum hidrojen Karbonat 0.05 g/1
Saf su 1000 ml

Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 4 kez yikandh.

% 1 BSA ile bloklama yapildi. 1.5 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda pleytler 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandi.

Bloklama sonrasinda her bir serum numunesinin 1/4 ‘ten baslayarak katli
dilisyonlar1 yapildi. Her dilisyondan 100 pl olacak sekilde kuyucuklara
eklendi. Pleytlerin tizeri kapatilarak 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Kullanilan Test Serumlari

3 grup, her grupta 3 hayvan olacak sekilde Bakteri, Toksin ve Bakteri +
Toksin formulasyonlariyla 0.giin, 14.giin, 28.giin asilanmis hayvanlardan alinan kan
serumlari kullanildi.

Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandh.

Her bir kuyucuga test diliienti ile 1:10000 oraninda diliie edilen 100 ul Anti-
sheepkonjugat eklenerek 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi pleytler, 300 ul yikama soliisyonu ile 3 kez yikandh.
Her kuyucuga 100 pl Substrat eklendi. 15 dk inkiibasyona birakildiktan sonra

her kuyucuga 100 pl stop soliisyonu eklenerek 450 nm ELISA reader’da okutuldu.
Antikor miktar1 tayini i¢in Optik Dansiteler (OD) Excel’de hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. izolasyon ve identifikasyon Bulgular:
4.1.1. izolasyon Bulgular

Bu c¢aligmada sahadan toplanan 20 adet apse Orneklerinin kanli agarlara
ekimleri yapildi ve inkiibasyon sonucunda 20 adet numunede (%100) tiireme
gbozlemlendi. Bunlardan beyaz ve kii¢iik kolay pargalanan kolonilerden hemoliz
yapanlar 6ze yardimi ile alinarak, Gram boyama yapildi. Boyama sonucunda kii¢iik

koko-basiller, Gram pozitif goriilen 8 adet izolat siipheli olarak kabul edildi.

Sekil 4.1. Kanli agarda hemoliz yapan kiiciik beyaz koloniler
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Sekil 4.2. Gram (+), kiiciik koko-basil koloniler

e
Sekil 4.3. Katalaz (+)

4.1.2. PCR ile identifikasyon Bulgular:

C. pseudotuberculosis siipheli 8 izolat katalaz pozitif ve oksidaz negatif
olanlar PCR ile dogrulandi. 203 bp’lik DNA bantlar1 gbzlendiginden pozitif olarak
kabul edildi.
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Sekil 4.4. 1: Marker ,2: K2 izolati, 3: S2 izolati, 4: S3 izolati, 5: D1 izolati, 6:
Negatif kontrol, 7: Marker, 8: E2 izolati, 9: G1 izolati, 10: G3 izolat1, 11: A3 izolat,
12: Negatif kontrol, 13: Marker

4.1.3. Hemolitik Unit Testi Sonuclar:

PCR pozitif bulunan 8 izolata hemolitik unit testi yapildi. En yiiksek
hemolitik unit veren veren Sanlurfa2 (S2) izolat1 as1 ¢alismalarinda kullanilacak
susu olarak secildi.

Cizelge 4.1. Gram Boyama, Biyokimyasal Testler ve Hemolitik Unit Sonuglar1

Petri NO Gram Oksidaz Katalaz Hemolitik
Boyama Aktivite Testi

K2 + - + 1/128

S2 A - “F 1/512

S3 + - + 1/128

D1 + - + 1/64

E2 + - + 1/256

Gl + - + 1/128

G3 + - + 1/64

A3 + - + 1/8
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Cizelge 4.2. Genel Sonuglar

i1Adr Koyun Kegi
Ornexc DoAY C Ornek l:ozni:if G
Sayisi Saysi pseudotuberculosis Sayisi Saysi pseudotuberculosis
Kahramanmaras 1 1 1 2 2 -
Sanhurfa 3 3 2 1 1 -
Diyarbakir 2 2 - 2 2 1
Elaznig 1 1 1 1 1 -
Gaziantep 3 3 1 1 1 1
Adiyaman 2 2 1 1 1 -
Toplam 12 12 6 8 8 2

4.1.4. VITEK 2 Cihaz ile identifikasyon Bulgular

S2 izolati VITEK 2 Compact Cihazina CBC kiti ile dogrulanmasi igin
gonderildi. izolat, % 99 C. pseudotuberculosis olarak identifiye edildi (75).
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Sekil 4.5. C. pseudotuberculosis S2 izolatina ait VITEK 2 Sonuglar1
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4.1.5. Filogenetik Tiir Tayini Bulgulari

Ayrica S2 izolat1 gen sekansi ile de igin de BM Labosis firmasina gonderildi.

izolat, % 99,52 C. pseudotuberculosis olarak identifiye edildi.

90 — 27F-1492R : LC365682.1 Numune 1 (S2 izolat1)

TGGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGA
TGTGGGGGATAACCATTGGAA ACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTAC
GGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATAT GCCTAGG
TGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGG ATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCA CAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAC
TTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGTGTTGTTAATAGCAGCATCATTTGACGTT
AGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAG
GTGGTGGATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACCG
CATTTGAAACTGGTTCACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGC
GGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGA
GGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCG
CCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTACTCTTGACATCCACAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCT
TCGGGAACTCTGAGACAGAGGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTGTGA
A ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTGTTTGCC

Corynebacterium pseudotuberculosis

Benzerlik Orani: %99.52
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CPO54555.1 coerypnsbacecerium pasudorubsroulosis

KTBO5271.1 Finkis newid

MTZ630268.1 ESscherichia oold

MR 031248 1 Dacillivs snthracis

Sekil 4.6. $2 izolatina ait Filogenetik Tiir Tanimlama Sonuglari

4.1.6. SDS-PAGE ile C. pseudotuberculosis’in Protein Profili Analizi Bulgular:

S2 izolati ve standart ATCC susu, SDS-PAGE ile test edilip, C.
pseudotuberculosis’e ait protein bantlar1 gozlendi. izolata ait 31,9 kDa ve 32,1 kDa
olarak gériiliirken, ATCC’ye ait 31,2 kDa ve 31,5 kDa ‘luk bantlar saptandi. izolata

ve ATCC susuna ait 3’er adet ortak protein bantlarinin oldugu gorildii.

Sekil 4.7. SDS-PAGE ile C. pseudotuberculosis’e ait protein bantlarinin gézlenmesi
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4.2. Minimum Letal Doz Belirlenmesi

Hayvanlar 20 giin siire ile gozlendi. Bu siirede 6len ve sag kalan hayvan

sayilar1 ile bu sayilara gére hesaplanan MLDs/ml degeri sonuglar1 Cizelge 4.3.’te

verilmigtir.
Cizelge 4.3. Farelerde MLD50 /ml Sonuglar

Bakteri Bakteri +Toksin Toksin

Olen Sag Olen Sag Olen Sag
Saf 3 0 3 0 3 0
10" 3 0 3 0 3 0
107 3 0 3 0 3 0
107 3 0 3 0 1 2
10 2 1 2 1 0 3
107 0 3 2 1 0 3
10°° 0 3 0 3 0 3
107 0 3 0 3 0 3
10 0 3 0 3 0 3
107 0 3 0 3 0 3
MLDsy/ml | 5x10*" LDyy/ml 5x10*** LDs,/ml 5x10%% LDsy/ml

Fareler i¢in en yiiksek MLDs, degerine sahip olan Bakteri + Toksin kiiltiirii

olduguna karar verildi.

MLD50/ml degeri farede 5 x 10** olarak bulundu. Fareler i¢in challenge

dozu 10 kat MLDs, /0.2 ml degeri 1 x 10 *® olarak kullanildu.

49



BULGULAR

Miizeyyen DEMIR

Cizelge 4.4. Kobaylarda MLD50/ml Sonuglari

Bakteri +Toksin

Olen Sag
107 3 0
107 1 2
10 2 1
107 0 3
MLDs,/ml 5x10*° LDsy/ml

MLD;sy/ml degeri kobayda 5 x 10°° olarak bulundu. Kobaylarda challenge

dozu 10 kat MLDs, /ml degeri 5 x 10 23 olarak kullanildi.

Cizelge 4.5. Tavsanlarda MLD50/ml Sonuglari

Bakteri +Toksin

Olen Sag
107 3 0
107 3 0
10 1 2
107 0 3
MLDsy/ml 5x10*% LD,y/ml

MLDsy/ml degeri tavsanlarda 5 x 10°* olarak bulundu. Tavsanlarda
challenge dozu 10 kat MLDy, /ml degeri 5 x 10 ** olarak kullanildi.
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4.3. As1 Formulasyonu Bulgular

4.3.1. Deney Hayvanlarinda Asilama ve Celin¢

Cizelge 4.6. Asilama ve Celing Uygulama Bilgileri

Diliisyon miktan Uygulama
IR
Asi Azt EIN0
= uvpulama | uveulama gl
1077 10-% 10 101 YE % dozu
dozu dozu i
{).giin 14 giin 3 51
B £ (MLD50/ml)
3 lare 3 fare 3 fare 3 fare 0,2 ml 0,2 ml [ x 10452
_ 3 3 X105
I formiilasvon Jkobay | 3 kobay 1 ml 1 ml
i : kobay kobay
(Bakten) = —
3 3 Sx 105
3 tavsan 3 lavsan 1 ml 1 ml
tavsan | tavsan
3 fare 3 fare 3 fare 3 lare 0.2 ml 0.2 ml [ x 1052
g 3 3 5x 10 =
2 formiilasyon 3 kobay 3 kobay I ml 1 ml =
e kobay | kobay
(Toksin) - = —
3 A Sx10-=
3 favsan 3 lavsan 1 ml 1 ml
lavsan li!‘r"{iilll
3 fare 3 fare 3 fare 3 lare 0,2 ml 0.2 ml [ x 10482
o 3 3 X105
3 formiilasvon 3 kobay 3 kobay v ! 1 ml 1 ml *
e : & kobay kobay
(Bakten+Toksm) —
3 3 Sx 10~
3 lavsan 3 lavsan 3 - 1 ml 1 ml
tavsan | tavsan

Cizelge 4.7. Farelerde Asilama Sonras1 Koruma Dozu Belirleme Sonuglar

Diliisyon | Formiilasyon

Bakteri Bakteri +Toksin Toksin

Olen Sag Olen Sag Olen Sag
107 3 0 3 0 3 0
10°® 2 1 1 2 3 0
107 1 2 0 3 3 0
10" 0 3 0 3 2 1
Koruma |1x 10% 1x10*! 1x10%®
dozu

Oliim goriilen diliisyonlardaki hayvan sayisina gore koruma dozu degeri
belirlendi.
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Farelerde en yiiksek koruma dozuna sahip olan formiilasyon Bakteri + Toksin

kiiltiirii formiilasyonu oldugu goriildii ve sonug olarak koruma dozu 1 x 10°! olarak

belirlendi.
Cizelge 4.8. Kobaylarda Asilama Sonras1 Koruma Dozu Belirleme Sonuglari
Diliisyon | Formiilasyon
Bakteri Bakteri +Toksin Bakteri
Olen Sag Olen Sag Olen Sag
107 3 0 3 0 3 0
10° 2 1 2 1 3 0
10”° 2 1 0 3 2 1
10" 0 3 0 3 2 1
Koruma |1x 10" 1x10%% 1x10""°
dozu

Kobaylarda en yiiksek koruma dozuna sahip olan formiilasyon Bakteri +

Toksin kiiltiirii formiilasyonu oldugu gériildii ve sonug olarak koruma dozu 1 x 10

olarak belirlendi.

Cizelge 4.9. Tavsanlarda Asilama Sonrast Koruma Dozu Belirleme Sonuglari
Diliisyon | Formiilasyon
Bakteri Bakteri +Toksin Bakteri
Olen Sag Olen Sag Olen Sag
107 3 0 3 0 3 0
10° 3 0 1 2 3 0
10” 2 1 1 2 3 0
10" 0 3 0 3 0 3
Koruma |1x 10™ 1x10%% 1x10"”
dozu
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Tavsanlarda en yiiksek koruma dozuna sahip olan formiilasyon Bakteri +

Toksin kiiltiirii formiilasyonu oldugu gériildii ve sonug olarak koruma dozu 1 x 10%%

olarak belirlendi.

4.3.2. Hedef Hayvanda Asillama ve Celing

Cizelge 4.10. Asilama ve Celing Uygulama Bilgileri

Diltisyon Uygulama
Afi A Celing
1x10” | uygulama | uygulama uygzzllma
CFU/ml dozu dozu 78 i
0.giin 14.giin iR
& ' (MLD50/ml)
Formiilasyon 5
(Bakteri+ Toksin) 5 koyun 1 ml 1 ml 1x10
1 ml 1 ml ”
Kontrol 5 koyun Plaseho Plaseho 1x10
Cizelge 4.11. Koyunlarda Asilama Sonras1 Hayvanlarin Takibi
Formiilasyon
Bakteri +Toksin
Saghkh Hasta Olen
Asih 4 1 0
Kontrol 0 1 4

Koyunlarda antikor titresinin belirlenmesi i¢in 0. giin, 14. giin, 28. giin
(epriivasyon Oncesi) kan serumu alinarak antikor ELISA yapildi.
4.4. ELISA Bulgulan
4.4.1. Antijen ELISA Bulgular
4.4.1.1. Standart Antijen Optimizasyonu

Eski ve yeni iiretimi yapilan 3 farkli antijenin (bakteri, toksin ve
bakteri+toksin) yapildi.
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Cizelge 4.12. Antijen ELISA OD Degerleri

Sekonder Toksin kobay hiperimmun serum Bakteri kobay hiperimmun serum
antikor 1/100 1/100
Toksin tavsan hiperimmun serum Bakteri tavsan hiperimmun serum
Kaplama
1/1000 1/1000
Bakteri Bakteri+Toksin Toksin Bakteri Bakteri+Toksin Toksin
Diliisyon

Yeni Eski Yeni Eski Yeni Eski Yeni Eski Yeni Eski Yeni Eski

32 0,272 | 0,257 | 0,351 | 0315 | 0282 | 0261 | 0,287 | 0,273 | 0,427 | 0393 | 0,269 | 0,267

64 0,230 0,241 0,297 0,282 0,270 0,256 0,241 0,249 0,388 0,357 0,245 0,242

128 0237 | 0,245 | 0260 | 0,237 | 0236 | 0215 | 0237 | 0226 | 0353 | 0325 | 0,223 | 0,220

256 0,222 0,231 0,213 0,195 | 0,194 | 0,178 0,224 | 0,205 0,321 | 0,295 0,202 | 0,200

512 0,219 | 0,218 | 0,192 | 0,158 | 0,174 | 0,143 | 0226 | 0,227 | 0,291 | 0268 | 0,184 | 0,182

1024 0,193 0,199 | 0,154 [ 0,141 0,140 | 0,128 0,206 | 0,206 0,265 | 0,244 0,202 | 0,200

2048 0,169 | 0,174 | 0,135 | 0,126 | 0,123 | 0,115 | 0,187 | 0,188 | 0,241 | 0222 | 0,204 | 0,220

NK 0,127 0,126 0,127 0,114 0,116 0,104 0,201 0,204 0,205 0,201 0,206 0,202

Cizelge 4.12'deki veriler, standart antijen optimizasyonu amaciyla yapilan
ELISA sonuglarii gostermektedir. Bu test, serumdaki antikor ile en optimal
birlesme konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla gerceklestirildi. Kullanilan
yontem Sandvi¢ ELISA'dir ve bakteri kiltiirii ile toksin immunizasyonlar1 sonucu
elde edilen tavsan hiperimmun serumlar1 karbonat bikarbonat soliisyonu ile 1/1000
oraninda diliie edilerek kaplama yapilmistir. Eski ve yeni iiretimi yapilan ti¢ farkl

antijenin (bakteri, toksin ve bakteri+toksin) performansi degerlendirildi.

Verilere bakilarak, yeni {iiretim antijenlerin genel olarak daha yiiksek
performans sergiledigi goz Oniine alindiginda, iiretim siirecindeki degisikliklerin
antijen etkinligini artirdigr sdylenebilir. Bu, yeni iiretim siirecinin benimsenmesi
gerektigini gosterir. Bakteri+Toksin kombinasyonunun en yiliksek OD degerlerini
vermesi, bu kombinasyonun daha etkili bir baglanma yetenegine sahip oldugunu ve
ELISA’da daha iyi sonuglar verebilecegini gostermektedir. Bu kombinasyonun,
Ozellikle hassasiyetin kritik oldugu testlerde tercih edilmesi Onerilir. Ayrica, farkl
tiretim partileri arasindaki tutarliligi test etmek de Onemlidir. Bu kapsaml
degerlendirme, standart antijen optimizasyonu c¢alismalarinin dogrulugunu ve
etkinligini artirmak i¢in gerekli adimlar1 ve stratejileri belirlemektedir. Net OD

degerinin hesaplanmasi i¢in agagidaki formiil kullanildi.

Net OD degeri = Test numune diliisyonlarinin OD degeri — Ortalama Negatif
kontroliin OD degeri

Numune diliisyonlarinin net OD degerleri grafiksel olarak gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. Numune diliisyonlarinin net OD degerleri

0,250

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000

-0,050

= BakteriYeni
s Toksin Yeni

= Bakteri+ Toksin Yeni =====Bakteri+ Toksin Eski ===Toksin Yeni

= Bakteri Eski

e T Ok SiN ESki

BakteriToksin Yeni

= BakteriYeni

Bakteri Toksin Eski

e Bakteri Eski

= Toksin Eski

Net OD degerlerinin grafiklerine baktigimizda en yiiksek ve dogrusal olan

egriyi toksin ve bakteri hiperimmun serum kaplama gruplarinda bakteri+toksin

antijeni verdi. Kaplama gruplarinda belirlenen bakteri+toksin antijen egrileri i¢in R?

degeri istatiksel olarak excel programinda hesaplandi.

Cizelge 4.14. Standart egride kullanilacak antijen OD degerleri

Toksin kaplama Bakteri kaplama
Diliisyon ; - ; ] -

orant Unit Bakteri+Toksin Bakteri+Toksin
Yeni Eski Yeni Eski
32 0,031 0,224 0,201 0,222 0,192
64 0,016 0,170 0,167 0,183 0,156
128 0,008 0,132 0,122 0,148 0,124
256 0,004 0,086 0,081 0,116 0,094
512 0,002 0,065 0,043 0,087 0,067
1024 1E-03 0,026 0,027 0,060 0,043
2048 5E-04 0,008 0,012 0,036 0,021

Cizelge 4.14'teki verileri daha ayrintili inceledigimizde, her iki kaplama ve iki

farkl1 antijen i¢in R* degerlerinin 1'e yakin oldugunu gériiyoruz

55



BULGULAR Miizeyyen DEMIR

Cizelge 4.15. Toksin kaplama ve Bakteri kaplama yeni- eski tiretim antijeni

Toksin kaplama Yeni iiretim antijeni | Toksin kaplama Eski iiretim antijeni

0,035 0,035

0.03 R?=0,9991 0.03 R? = 0,9996
0,025 0,025

0,02 0,02

0,015 / 0,015
0,01 - 0,01

0,005 ’/ 0,005

0 o=@ 0 Leo® ~

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Bakteri kaplama Yeni iiretim antijeni Bakteri kaplama Eski iiretim antijeni

0,035 0,035

0,03 R%=1 /f 0,03 R2=1 »
0,025 2 0,025 /f

r

0,02 0,02 f[
0,015 0,015 b
0,01 0,01
0,005 0,005
0 - 0 Le—0—
0 005 01 015 02 025 0 005 01 015 02 0,25

Hem toksin kaplama hem de bakteri kaplama i¢in yeni iiretim antijenleri eski
iiretim antijenlerine gore daha diistik linit degerleri gosterdi. Benzer sekilde, bakteri
kaplamada da yeni iiretim antijenleri, eski liretim antijenlerine gore daha diistik iinit

degerleriyle daha etkili bir performans sergilemektedir.

4.4.1.2. Standart antijen ile farkh serilerin formiilasyon icin ELISA ile test

edilmesi

Bu calismada farkli serilerin antijen koruma unitleri hem toksin hem de
bakteri kaplama ile belirlenen standart antijen ile ayri ayri test edilip R egrisi
olusturularak formiilasyon i¢in konsantrasyonlar1 hesaplandi. Yeni iiretimleri yapilan
2 seri bakteri+toksin kiiltiirii test edildi.
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Cizelge 4.16. Toksin kaplama ile yapilan standart antijene gore seri sonuglari

Diliisyon |Standart antijen (1 |1.seri 2. seri
koruma tinit)

32 0.350 0.348 0.408 0.385 0.414 0.408
64 0.313 0.294 0.345 0.361 0.391 0.374
128 0.263 0.257 0.355 0.368 0.383 0.367
256 0.217 0.211 0.333 0.346 0.347 0.348
512 0.175 0.190 0.328 0.327 0.295 0.308
1024 0.157 0.152 0.290 0.298 0.254 0.260
2048 0.140 0.134 0.254 0.261 0.204 0.218
NK 0.127 0.126 0.122 0.118 0.119 0.120

Cizelge 4.16’da, toksin kaplama ile yapilan standart antijene gore seri
sonuglar1 gosterildi. Standart antijen (1 koruma iinit) i¢in farkli diliisyonlardaki OD
degerleri sirastyla 32x, 64x, 128x, 256x, 512x, 1024x, 2048x ve NK (negatif kontrol)
icin verildi. Her iki seri de yiiksek OD degerleri gostererek etkin koruma sagladigi
goriildii. 1. seri ve 2. seri karsilagtirildiginda, 2. serinin OD degerlerinin genellikle 1.
seriye gore daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Bu durum, 2. serinin antijenlerinin
baglanma kapasitesinin daha yiiksek oldugunu ve daha etkili bir koruma sagladigini
gostermektedir. Diliisyon oranlar arttikca OD degerlerinin azaldigi gozlemlenmistir
ki bu beklenen bir sonugtur, ¢iinkii diliisyon arttik¢a antijen konsantrasyonu azalir ve
baglanma kapasitesi diiser. En yiikksek OD degerleri 32x diliisyonda elde edilmistir
ve bu degerler her iki seride de standart antijen ile uyumludur. Negatif kontrol
sonuclar,, OD degerlerinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir, bu da testin
dogrulugunu ve spesifikligini teyit eder c¢linkii negatif kontrol gruplarinda

beklenildigi gibi baglanma olmadi.
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Cizelge 4.17. Bakteri kaplama ile yapilan standart antijene gore seri sonuglari

Standart l.seri Koruma |2.seri Koruma
Koruma iinit | init iinit
Toksin Ortalama 1.03 13.73 7.72
kaplama STD 0.04 2.05 0.19
Varyans % 3.61 14.93 2.48
Bakteri Ortalama 1.00 13.08 7.93
kaplama STD 0.01 1.17 0.48
Varyans % 1.10 8.98 6.02

Cizelge 4.17°de sunulan verilere gore, ELISA ile standart antijen ve farkli
serilerin formiilasyonlar1 karsilagtirilmigtir. Diliisyon serileri ve buna karsilik gelen
OD degerleri 6l¢iilmiis ve analiz edilmistir. Standart antijen icin OD degerleri
diliisyon arttik¢a diizenli olarak azalmakta, bu da antijenin seyreltilmesiyle sinyalin
zayifladigin1  gostermektedir. Birinci ve ikinci seri i¢in de benzer bir trend
gozlemlenmektedir; her iki serinin de dillisyon arttikca OD degerleri azalmaktadir,

bu durum antijen konsantrasyonunun azalmasini yansitir.

Bununla birlikte, her iki serinin OD degerleri, standart antijenin OD
degerlerinden genel olarak daha yiiksektir. Ornegin, 32 diliisyonunda standart
antijenin OD degeri yaklagik 0.431 iken, birinci seri 0.621 ve ikinci seri 0.581
degerlerine sahiptir. Bu fark, serilerin antijeni daha gii¢lii bir sekilde bagladigini veya
daha yiiksek bir antijen konsantrasyonuna sahip oldugunu gosterebilir. Diliisyon
oranlar1 arttikca OD degerlerinin azaldigr gozlemlenmistir ki bu beklenen bir
sonugtur, ¢iinkli diliisyon arttikga antijen konsantrasyonu azalir ve baglanma
kapasitesi diiser. En yiliksek OD degerleri 32x diliisyonda elde edilmistir ve bu
degerler her iki seride de standart antijen ile uyumludur. Negatif kontrol sonuglari,
OD degerlerinin ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir, bu da testin dogrulugunu ve
spesifikligini teyit eder ¢ilinkii negatif kontrol gruplarinda beklenildigi gibi baglanma

olmada.
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Cizelge 4.18. Standart antijene gore iiretilen diger serilerin koruma unit miktarlar

Standart l.seri Koruma |2.seri Koruma
Koruma iinit | init iinit
Toksin Ortalama 1.03 13.73 7.72
kaplama STD 0.04 2.05 0.19
Varyans % 3.61 14.93 2.48
Bakteri Ortalama 1.00 13.08 7.93
kaplama STD 0.01 1.17 0.48
Varyans % 1.10 8.98 6.02

Cizelge 4.18'de, standart antijene gore tiretilen diger serilerin koruma iinit
miktarlar1 incelendi. Standart antijenin koruma {init dozu 1 olarak belirlendi. Toksin
kaplama ve bakteri kaplama yontemleriyle yapilan ELISA’da , 1. seri antijenin
koruma iinit miktar1 toksin kaplamada 13.73, bakteri kaplamada ise 13.08 olarak
ol¢iildii. Ayni testlerde, 2. seri antijenin koruma {init miktar1 toksin kaplamada 7.72,
bakteri kaplamada ise 7.93 olarak belirlendi. Bu degerler, 1. serinin standart antijene
gore ortalama 13.5 kat, 2. serinin ise 7.5 kat diliie edilerek kullanilabilecegini
gosterdi. Her iki kaplama yonteminde de serilerin koruma {iinit dozlar1 ve diliie
edilecek miktarlar1 birbirine yakin olup, varyasyon degerlerinin %20'nin altinda
olmasi elde edilen sonuglarin giivenilirligini teyit etti. Bu sonuglar, serilerin standart
antijene kiyasla yliksek koruma {iinit degerlerine sahip oldugunu ve uygun diliisyon

oranlariyla kullanildiginda koyunlara etkili bir koruma saglayabilecegini gosterdi.
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4.4.2. Antikor ELISA Bulgulari

Cizelge 4.19. Asili koyunlarda Antikor ELISA sonuglari (Toksin kaplama)

0.glin I 14.giin I 28.giin | 0.giin I 14.giin I 28.giin | 0.giin I 14.giin I 28.giin I 0.giin I 14.giin I 28.giin I 0.giin I 14.giin I 28.giin
HAYVAN 1 HAYVAN2 HAYVAN 3 HAYVAN 4 HAYVAN 5

64 0,155 0,521 | 0.819 | 0.160) 0.622 | 0786 | 0,156 0,617 | 0.869 | 0.183 ] 0412 | 0.615 | 0,164 0,420 | 0.872
128 0,159 0485 | 0.807 | 0.148 ) 0.558 | 0,718 | 0,158] 0621 | 0825 | 0.177 | 0385 | 0.532 | 0.159] 0.385 | 0.813
256 0,150] 0464 | 0.754 | 0,108 | 046 0,607 | 0,168 ) 0,527 084 | 0176 0362 | 0,462 | 0,142] 0314 | 0,766
512 0,154 0391 | 0.667 | 0,153] 0.379 0,5 0,170 0421 | 0,784 | 0,178 ] 0359 | 0377 | 0,135] 0,180 | 0,741
1024 0,151 0345 | 0.567 | 0,162] 0.275 | 0,387 | 0,153] 0354 | 0.743 | 0,161 ] 0161 | 0266 | 0,138] 0.162 | 0.652
2048 0151 0,175 | 0466 | 0.154| 022 0291 | 0,173] 0,246 | 0,641 | 0,181 ] 0171 | 0,175 | 0.145] 0,183 | 0.580
3096 [ 0150 0.168 | 0307 | 0.1a1| 0150 | 0.235 | 0.154| 0.160 | 0356 | 0.161| 0.154 | 0.164 [ 0.141] 0.162 | 0468
8192 0,146 0166 | 0,275 ] 0,146] 0,175 | 0,186 | 0,144] 0,154 | 0467 | 0,151] 0,151 | 0,155 ] 0,134] 0,152 | 0,381

Diliisyon

Cizelge 4.19'da asili koyunlarda antikor ELISA sonuglari, toksin kaplama
yontemi kullanilarak degerlendirildi. Farkli diliisyonlarda ve belirli zaman
noktalarinda (0. giin, 14. giin, 28. giin) bes koyunun antikor seviyeleri 6l¢tildii. Tim
hayvanlarda 0. giin degerleri oldukca diisiik ve benzer seviyelerde baslamaktadir,
yaklagik 0.15-0.16 civarinda olan bu degerler, asilama Oncesi durumlarini
yansitmaktadir. Asilama sonrasinda, 14. ve 28. giinlerde diliisyon orani ne olursa
olsun OD degerlerinde genel bir artis gézlemlenmektedir. Her hayvan igin antikor
yaniti benzer bir artig egilimi gostermesine ragmen, 14. ve 28. giinlerdeki OD
degerleri arasinda bazi farkliliklar bulunmaktadir. Ornegin, Hayvan 3, 28. giinde
diger hayvanlara kiyasla daha yiiksek OD degerlerine sahiptir, 6zellikle 64 ve 128
diliisyonlarinda (0.869 ve 0.825). Ote yandan, Hayvan 4'in 28. giin degerleri,
dilisyon orami arttikca (6zellikle 2048 ve 4096 diliisyonlarinda) belirgin sekilde
diismektedir.

Diistik diliisyonlarda (64 ve 128), OD degerleri genellikle daha yiiksektir.
Yiiksek diliisyonlarda (2048 ve listli), OD degerleri diisme egilimindedir. Ancak 28.
giin degerleri hala 0.3 ile 0.6 arasinda degismekte olup, antikor yanitinin hala
belirgin oldugunu gdstermektedir. Zaman iginde degisim incelendiginde, 0. giin
degerleri asilama Oncesi diigiikken, 14. giin degerleri asinin etkisini gostermeye
baslamis ve tiim dillisyonlarda belirgin bir artis gorilmiistiir. 28. giin degerleri ise
antikor yanitinin zirveye ulastigini ve ¢ogu diliisyonda en yiiksek seviyelere ¢iktigini
gostermektedir. One ¢ikan degerler arasinda, Hayvan 1'de 64 diliisyonunda 28. giin
degeri 0.819, Hayvan 2'de 64 diliisyonunda 28. giin degeri 0.786, Hayvan 3'te 64
dilisyonunda 28. giin degeri 0.869, Hayvan 4'te 64 diliisyonunda 28. giin degeri
0.615 ve Hayvan 5'te 64 diliisyonunda 28. giin degeri 0.872 olarak dikkat
¢ekmektedir.

60



BULGULAR Miizeyyen DEMIR

Cizelge 4.20. Kontrol grubu koyunlarda Antikor ELISA sonuglar1 (Toksin Kaplama)

O.giin | 14.giin | 28.giin | O.gin | 14.gin| 28.glin | 0.gin 14.giin

28.gin

14.gﬁn| 28.giin | O.gin

14.g[in| 28.giin | 0.gin

Diliisyon
HAYVAN 6 HAYVAN 7 HAYVAN 8 HAYVAN 9 HAYVAN 10

64 0161 | 0,167 | 0,184 | 0.175] 0,165 | 0,182 | 0,181 | 0183 | 0172 | 0,164 | 0171 | 0.197 | 0,156 | 0.167 | 0.168

128 0,156 | 0,162 | 0,195 | 0.178 | 0.176 | 0.183 | 0.186 | 0.177 | 0.173 | 0,169 | 0.165| 0203 | 0.158 | 0.162 | 0.168

256 0155 0161 | 0,180 | 0173 | 0,173 | 0177 | 0,176 | 0.174 | 0.185 | 0,160 | 0.165 | 0.192 | 0,168 | 0.161 | 0.172

512 0,157 | 0163 | 0.173 | 0166 | 0,163 | 0.171 | 0181 | 0.166 | 0.187 | 0,164 | 0.167 | 0.197 | 0,170 | 0.163 | 0.168

1024 0,142 | 0,147 | 0,177 | 0180 | 0,158 | 0,157 | 0,177 | 0.167 | 0.190 | 0,161 | 0.150 | 0,193 | 0,172 | 0.147 | 0.214

2048 0160 | 0,166 | 0,175 | 0156 | 0,174 | 0175 | 0,177 | 0.185 | 0,181 | O.161 | 0.169 | 0.193 | 0,164 | 0.166 | 0.165

4096 0,142 | 0,148 | 0,176 | 0158 | 0,156 | 0.170 | 0,176 | 0185 | 0.190 | 0,160 | 0,151 | 0,192 | 0,173 | 0.148 | 0.168

8192 0,133 | 0,138 | 0,164 | 0,140 0,146 | 0,188 | 0,171 | 0,188 | 0,178 | 0.155| 0,141 | 0,186 | 0,162 | 0,138 | 0.168

Cizelge 4.20'de kontrol grubundaki koyunlarda antikor ELISA sonuglari,
toksin kaplama yontemi kullanilarak incelendi. Farkli diliisyonlarda ve belirli zaman
noktalarinda (0. giin, 14. giin, 28. giin) bes koyunun antikor seviyeleri 6l¢tildii. Tim
hayvanlarda 0. giin, 14. giin ve 28. giin degerleri genel olarak diisiik ve birbirine
yakin seviyelerdedir. Bu durum, kontrol grubunun agilanmamis oldugunu ve dogal
olarak gelisen bir bagisiklik tepkisinin olmadigimi goriildii. Her hayvan i¢in antikor
seviyeleri diisiik olup, zaman igerisinde énemli bir degisiklik gostermedi. Ornegin,
Hayvan 6’nin 64 diliisyonundaki OD degerleri 0.161 (0. giin), 0,167 (14. giin) ve
0.184 (28. giin) olup, kiigiik artislar goriilse de bu degisiklikler minimal diizeydedir.
Benzer sekilde, diger hayvanlarda da OD degerlerinde hafif artislar veya
dalgalanmalar vardir, ancak bu degisiklikler anlamli bir bagisiklik tepkisini isaret

etmemektedir.

Diliisyon arttikca OD degerleri genel olarak azalma egilimindedir, ancak bu
azalma, asili grupta gozlemlenen antikor artis1 gibi belirgin  bir tepkiyi
yansitmamaktadir. Yiiksek diliisyonlarda (2048 ve {istii), OD degerleri hafifce diigse
de yine de belirli bir seviyede kaldig1 goriildii. Ancak, bu seviyeler asilanmis grubun
degerleriyle kiyaslandiginda oldukca diisiiktiir. Zaman i¢inde 0. giin, 14. giin ve 28.
giin arasindaki OD degerlerinde belirgin bir artis veya diisiis gozlemlenmedi. Bu
durum, kontrol grubunun asilanmamis olmasi1 nedeniyle dogal antikor seviyelerinin
stabil kaldigini1 gosterdi. Genel olarak bakildiginda antikor ELISA sonuglari, kontrol
grubundaki koyunlarda belirgin bir antikor yanitinin olugmadigini gosterdi. 0. giin,
14. giin ve 28. giin boyunca OD degerlerinde 6nemli bir degisiklik gézlemlenmedi.
Bu da as1 uygulanmadig i¢in koyunlarin dogal bagisiklik tepkisi gelistirmedigini ve
antikor seviyelerinin diisiik kaldigini1 gosterdi. Diliisyon arttikga OD degerleri hafifce
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azalmakta, ancak bu degisimler minimal diizeydedir. Genel olarak, kontrol
grubundaki hayvanlarda antikor yanit1 gézlemlenmemistir ve bu durum, asinin

etkinliginin ve bagisiklik yanitinin agilanan grupta belirgin oldugunu destekledi.

Cizelge 4.21. Asil1 ve Kontrol grubu koyunlarda Antikor titreleri (Toksin kaplama
ELISA sonuglari)

Toksin Kaplama Antikor
0. giin 14. giin 28. giin
Asih Hayvan 1 0 1024 2048
Hayvan 2 0 512 1024
Hayvan 3 0 1024 8192
Hayvan 4 0 512 512
Hayvan § 0 256 8192
Kontrol Hayvan 6 0 0 0
Hayvan 7 0 0 0
Hayvan 8 0 0 0
Hayvan 9 0 0 0
Hayvan 10 0 0 0

Cizelge 4.21'de, asili ve kontrol grubundaki koyunlarda antikor titreleri,
toksin kaplama ELISA sonuglar1 kullanilarak degerlendirildi. Asili koyunlarda 0. giin
tiim hayvanlar i¢in antikor titreleri sifirdir, bu da baslangicta hi¢cbir hayvanin antikor
seviyesinin olmadigin1 gosterdi. Ancak, 14. gilinde asili hayvanlarda antikor
titrelerinde belirgin bir artis gézlemlendi. Ornegin, Hayvan 1 ve Hayvan 3'te antikor
titreleri 1024'e ulasirken, Hayvan 2 ve Hayvan 4'te 512'ye ve Hayvan 5'te 256'ya
ulasti. 28. giinde ise antikor titreleri daha da ytikseldi; Hayvan 3 ve Hayvan 5'te 8192
gibi ¢ok yiiksek titreler gozlemlenirken, Hayvan 1'de 2048, Hayvan 2'de 1024 ve
Hayvan 4'te 512 seviyesinde kaldigi goriildii. Kontrol grubundaki tiim hayvanlar
(Hayvan 6'dan Hayvan 10'a kadar) i¢in antikor titreleri 0. gilin, 14. giin ve 28. giinde
sifir olarak goriildii. Bu, kontrol grubunda herhangi bir asilama yapilmadigi ve
dolayisiyla dogal bir antikor tepkisi gelismedigi anlamina gelmektedir. Asili grupta
gozlemlenen antikor titrelerinin zamanla artmasi, asinin giiglii bir bagisiklik tepkisi

olusturdugunu gostermektedir. 28. gilinde, antikor titreleri 6zellikle Hayvan 3 ve
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Hayvan 5'te ¢ok yiiksek seviyelere ulasmis olup, asmnin bu hayvanlarda ¢ok etkili
oldugu gozlendi. Asili hayvanlar arasinda bazi farkliliklar olmasina ragmen, genel
egilim asinin etkili oldugunu ve antikor seviyelerini onemli Olgiide artirdigini
gosterdi. Asili ve kontrol gruplar1 arasindaki belirgin fark, asinin etkisini net bir
sekilde ortaya koymaktadir. As1 uygulanmamis kontrol grubunda higbir antikor
tepkisi gelismemisken, asilanmis grupta giiclii bir antikor yanmiti olugsmustur. Bu
sonuglar, asimin koyunlarda etkili bir bagisiklik tepkisi olusturdugunu ve yiiksek

antikor titrelerine ulasildig1 sonucuna varildi.

Cizelge 4.22. Asili koyunlarda Antikor ELISA sonuglar1 (Bakteri kaplama)

o,gun| 14@.1| 28.giin O,gﬁnl 14‘gl‘in| 28.giin o,gcm| 14.gun| 28 giin o,gcm| 14@.1| 28 giin 0@.1| 14Agl‘in| 28 giin
Diliisyon

HAYVAN | HAYVAN 2 HAYVAN 3 HAYVAN 4 HAYVAN 5
4 0,137 0,678 | 0.717 | 0,141 | 0.706 | 0.747 | 0.141 | 0759 | 0.803 | 0.131) 0,676 | 0,727 | 0,153 | 0.575 | 0.665
8 0,135] 0660 | 0,671 | 0,139] 0,687 | 0,699 |0,139] 0,739 | 0,752 | 0,129 ] 0,670 | 0,676 | 0,162] 0491 | 0,640

16 0,137] 0597 | 0,630 | 0.141] 0,622 | 0,656 | 0,141 ] 0669 | 0,706 | 0,131] 0,600 | 0,595 | 0.150] 0424 | 0.538

32 0,137] 0548 | 0,599 | 0.141] 0,502 | 0,523 | 0,141 ] 0614 | 0,671 | 0,131] 0541 | 0,520 | 0.,145] 0370 | 0.484

64 01451 0468 | 0,519 | 0,149 ] 0417 | 0437 |0,149] 0524 | 0581 | 0,139 ] 0455 | 0415 |0.148] 0308 | 0.38]

128 0,143 ] 0368 | 0420 | 0.147| 0,283 | 0321 |0.147| 0412 | 0470 | 0.137] 0326 | 0277 | 0,166 0.158 | 0.343

256 0,132 0,270 | 0309 | 0,136 0,243 | 0,155 | 0,136 0276 | 0346 | 0,127] 0229 | 0,196 | 0,147 0,116 | 0,177

512 0.139] 0,192 | 0,172 | 0.143] 0,202 | 0,137 | 0.143 | 0215 | 0357 | 0.133] 0,159 | 0,106 | 0.137] 0083 | 0,127

Cizelge 4.22, asili koyunlarda bakteri kaplamada antikor seviyelerini 6lgmek
icin yapilan ELISA sonuglarim1 gostermektedir. Farkli zaman dilimlerinde (0. giin,
14. giin, 28. giin) ve cesitli dillisyon oranlarinda (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512) bes
farkli hayvanin antikor seviyeleri incelendi. Genel olarak, antikor seviyeleri
asilamanin ardindan zamanla artis gostermistir. 0. glin ile kiyaslandiginda, 14. ve 28.

giinlerde tiim hayvanlarda antikor seviyelerinde belirgin bir artis gdzlemlendi.

Bu artis, 6zellikle diisiik diliisyonlarda (4, 8, 16) daha belirgin olup, yiiksek
diliisyonlarda (256, 512) antikor seviyelerinde azalma gézlemlendi. Diliisyon orani
arttikga, yani numunenin daha fazla seyreltilmesiyle Olgiilen antikor seviyelerinin
azaldig1 gorildii. Bu, genellikle ELISA'da beklenen bir durumdur, ¢iinkii seyreltilmis
orneklerde antikor konsantrasyonu diiser. En diisiik diliisyonlarda (4, 8) antikor
seviyeleri en yiiksekken, en yiiksek diliisyonlarda (256, 512) en diisiik
seviyededir. Bireysel hayvanlar arasinda da farkliliklar mevcuttur. Her bir hayvanin
antikor seviyesi baslangicta oldukga diisiik ve benzerken, 14. ve 28. giinlerde bazi
bireysel farkliliklar goriildii. Ozellikle Hayvan 3'te, diger hayvanlara kiyasla antikor
seviyelerinin daha yiiksek oldugu gozlendi. Zaman i¢indeki degisime bakildiginda, 0.
giinden 14. giine kadar antikor seviyelerinde hizli bir artig goriiliirken, 14. giinden 28.

giine kadar bu artis devam etmis ancak daha az belirgin bir hizla arttig1 goriildii. Bu
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durum, asilamanin ardindan bagisiklik yanitinin ilk iki hafta i¢inde en yogun oldugu,
ardindan stabil hale geldigini gosterdi. Genel olarak bakildiginda, asili koyunlarda
antikor seviyeleri, asilamanin ardindan belirgin bir sekilde artmis ve zamanla stabil
hale gelmistir. Bu sonuglar, asinin etkili oldugunu ve koyunlarda gii¢lii bir bagisiklik
yanit1 olusturdugunu gostermektedir. Ayrica, diliisyon orami arttikca antikor
seviyelerinin beklenildigi gibi azaldigi ve bireysel farkliliklarin bulundugu

gozlemlendi.

Cizelge 4.23. Kontrol grubu koyunlarda Antikor ELISA sonuglar1 (Bakteri
Kaplama)

{h.giin | |-1.'=:IIII.| 28.giln | D |_.u|||.| 14.giln | 28 giln 'ii'l_.'ll.ul |-1.|_.'|||L| 28 giln | dugiln | 14 I_.'II.II.| 28, giln/ Ci'.l_.'lml 14 !.'JIIL| 28.giin
Driliigyon
HAYYAN & HAYWAN T HAYWAN B HAYWAN 9 HAYVAN L0

4 0126 | 0,131 0030 § @142 ] 0122 | 0163 41 00%4 ] 0078 | 138 | 0056 0035 ] @24 ] 0130 | 0087
® 0133 | 0,134 0043 | 50 0018 | 0058 | dl3% ] 0095 | 609 | dolde | 0158 0037 @l22] 0131 0,133
16 0123 ] 0,129 0135 | 3% ] 0086 | 0028 | a4l 0050 ) 0066 | dlde | 0,140 0009 Gl24] 0092 | 0,125
iz L8 ] 0132 0039 | 134 ) 0082 | 0022 | 4l 0,171 0080 | @30 | 0042 oaog ] 24 ] 0089 | 0011
(2] 0121 0130 0136 ] I3T] 0082 | 0024 | @l50] 0177 ) 0060 @033 | 0028 moge G132 ] ooz | 0108
128 0136 | 0,130 00136 | 153 ] 0091 0,131 dolag ] 0090 0088 | 149 | 0,044 0107 | 13k ] 0091 0,123
236 0120 ] 0,129 0035 | il3s] 0091 0027 | @I3T] 0076 | 0078 | 132 | 0028 ooas ] G2l 0se | oo014
512 G2 | 0,025 | 0030 | 127 o093 | 0120 | 143 ] o4 ] 0058 | @123 | o120 | 0099 | G126] 0098 | 6122

Cizelge 4.23, kontrol grubu koyunlarda antikor seviyelerini 6lgmek igin
yapilan ELISA sonuglarim1 gostermektedir. Farkli zaman dilimlerinde (0. giin, 14.
glin, 28. giin) ve c¢esitli diliisyon oranlarinda (4, 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512) bes

farkli hayvanin (Hayvan 6, 7, 8, 9, 10) antikor seviyeleri incelendi.

Kontrol grubunda gozlemlenen antikor seviyeleri, asili gruptaki gibi belirgin
bir artis gostermemis, genel olarak sabit kalmis veya ¢ok az degismistir. Antikor
seviyeleri, kontrol grubunda asili grupta oldugu gibi belirgin bir artis gostermedi;
zamanla, 0. giin ile 14. ve 28. giinlerde antikor seviyelerinde ¢ok az bir degisiklik

gozlemlendi.

Bazi1 hayvanlarda (6rnegin, Hayvan 8) 14. ve 28. giinlerde antikor
seviyelerinde hafif artiglar gozlenirken, genel olarak bu artiglar minimal diizeyde
kaldig1 goriildii. Diliisyon orami arttik¢a, Olgiilen antikor seviyeleri genel olarak
azalmaktadir. Bu, ELISA testlerinin tipik bir sonucudur. En diisiik diliisyonlarda (4,
8) antikor seviyeleri nispeten daha yiiksek iken, en yiiksek diliisyonlarda (256, 512)
en diisiik seviyededir. Her bir hayvanin antikor seviyelerinde bireysel farkliliklar
gozlemlendi. Ozellikle Hayvan 8'de 14. ve 28. giinlerde diger hayvanlara kiyasla

daha yiiksek antikor seviyeleri 6l¢iildii. Bunun digsinda, hayvanlar arasinda ciddi bir
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farklilik olmamakla birlikte bazi varyasyonlar mevcuttur. Kontrol grubunda, O.
glinden 14. ve 28. giinlere kadar antikor seviyelerinde belirgin bir degisim olmadigi

goriildil.

Bu, kontrol grubunun asilanmamis oldugu ve dolayisiyla bagisiklik yanitinin
tetiklenmedigi anlamina gelir. Genel olarak bakildiginda, kontrol grubunda antikor
seviyeleri zamanla 6nemli bir degisiklik gdstermemis ve nispeten sabit kalmistir. Bu
durum, kontrol grubundaki koyunlarin bagisiklik yanitinin tetiklenmedigini ve
antikor seviyelerinin dogal varyasyonlar diginda sabit kaldigin1 gosterdi. Dillisyon
orani arttik¢a antikor seviyelerinde beklenen azalma goriilmiis ve bireysel hayvanlar
arasinda kiigiik farkliliklar tespit edilmistir. Bu sonuglar, kontrol grubu koyunlarda
asillamanin yapilmadigini ve dolayisiyla giiclii bir bagisiklik yanitinin olusmadigi

sonucuna varildi.

Cizelge 4.24. Asili ve Kontrol grubu koyunlarda Antikor titreleri (Bakteri kaplama
ELISA sonuglari)

Bakteri Kaplama Antikor
0. giin 14. giin 28. glin
Asil Hayvan 1 0 128 256
Hayvan 2 0 64 128
Hayvan 3 0 128 >512
Hayvan 4 0 128 128
Hayvan 5 0 64 128
Kontrol Hayvan 6 0 0 0
Hayvan 7 0 0 0
Hayvan 8 0 0 0
Hayvan 9 0 0 0
Hayvan 10 0 0 0

Cizelge 4.24, asihi ve kontrol grubu koyunlarda antikor titrelerini (Bakteri
kaplama ELISA sonuglar1) karsilastirmaktadir. Asili grupta (Hayvan 1-5) ve kontrol
grubunda (Hayvan 6-10) 0. giin, 14. giin ve 28. giin Olgiilen antikor titreleri

verilmistir. Asili grupta, antikor titrelerinin 0. giinde sifir oldugu ve 14. giin ile 28.
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giin arasinda belirgin bir artis gdsterdigi goriildii. Ozellikle, Hayvan 1, Hayvan 2 ve

Hayvan 5 gibi koyunlarda antikor titrelerinde artis dikkat cekicidir.

Bu durum, asilanan koyunlarin bagisiklik sistemlerinin bakteriye karsi tepki
verdigini ve koruyucu antikorlar iirettigini goriildii. Kontrol grubunda ise, antikor

titreleri tiim zaman dilimlerinde sifir (0) olarak kaldi.

Bu sonugclar, kontrol grubunda bagisiklik yanitinin tetiklenmedigini ve antikor
tiretiminin gerceklesmedigini gosterdi. Asilanan grup ile kontrol grubu arasindaki
farklar, asilamanin etkili oldugunu ve koyunlarda gii¢lii bir bagisiklik yaniti
olusturdugunu dogruladi. Ayrica, Hayvan 3 gibi baz1 koyunlarda 28. giin antikor
titresinin >512 gibi yiiksek bir degere ulagsmasi, asinin etkinligini ve bagisiklik
yanitinin  giiclii oldugunu vurgulamaktadir. Bu bulgular, asilanan hayvanlarin
bakteriye kars1 koruma saglayabilecegini ve hastaliga kars1 direng gelistirebilecegini

gosterdi.

Cizelge 4.25. Asil1 ve Kontrol grubu koyunlarda Antikor titrelerinin karsilastiriimasi
(Bakteri ve toksin kaplama ELISA sonuglari)

Kaplama Bakteri Toksin Bakteri Toksin Bakteri Toksin
Hayvan 1 0 0 128 1024 256 2048
Hayvan 2 0 0 64 512 128 1024
Asili Hayvan 3 0 0 128 1024 =512 8192
Hayvan 4 0 0 128 512 128 S12
Hayvan 5 0 0 64 256 128 8192
Hayvan 6 0 0 0 (1] 0 0
Hayvan 7 0 0 0 0 0 0
Kontrol Hayvan 8 0 0 0 0 0 0
Hayvan 9 0 0 0 0 0 0
Hayvan 10 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.25te asili ve kontrol grubu koyunlarda antikor titrelerinin (Bakteri

ve toksin kaplama ELISA sonuglari) karsilastirilmasi yapildi.

Asilt grup (Hayvan 1-5) ve kontrol grubu (Hayvan 6-10) i¢in 0. giin, 14. giin

ve 28. giinlerde bakteri ve toksin kaplamali ELISA sonuglar1 verildi.

Asilt grupta, bakteri ve toksin kaplamali ELISA sonuglar1 incelendiginde,
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antikor titrelerinin 0. giinde sifir oldugu ve 14. giin ile 28. giin arasinda belirgin bir
artis gosterdigi goriilmektedir. Ozellikle, baz1 hayvanlarda (6rnegin, Hayvan 1 ve
Hayvan 3) antikor titrelerindeki artis dikkat c¢ekicidir. 14. giinde artan antikor
titreleri, asinin etkili oldugunu ve bagisiklik yanitinin basladigini gostermektedir. 28.
giinde ise antikor titrelerinde daha da belirgin bir artis gozlenmis ve bu durum, asinin
etkinliginin devam ettigini ve bagisiklik yanitinin gii¢lendigini isaret etmektedir.
Ozellikle, Hayvan 5'te 28. giin toksin kaplamali ELISA sonucunda yiiksek bir antikor
titre tespit edildi.

Kontrol grubunda ise, 0. giin, 14. giin ve 28. gilinlerde bakteri ve toksin
kaplamali ELISA sonuglarinda herhangi bir antikor tespit edilmedi. Bu sonuglar,
kontrol grubunda asilamanin olmadigin1 ve dolayisiyla bagisiklik yanitinin
baslamadigini dogrulamaktadir. Asilanmis grup ile kontrol grubu arasindaki bu
farklar, asilamanin etkili oldugunu ve koyunlarda gili¢li bir bagisiklik yaniti
olusturdugunu gostermektedir. Bu bulgular, aginin bakteri ve toksinlere karst koruma
saglayabilecegini ve hastaliga karsi etkili bir koruyucu rol oynayabilecegini
desteklemektedir.

Bes adet asili hayvanda 0. giin, 14.glin ve 28. giin alinan kan serumlarina
yapilan Toksin Kaplama antikor ELISA'da 0. giin hayvanlarda hi¢ antikor olmadigi,
14. gliin minimum 1/256 antikor olustugu, 28. giinde de minimum 1/512 antikor
olustugu yani koruma sagladig1 goriildii. Bes adet kontrol grubu hayvanda ise 28.giin

sonunda bile antikor miktarinin 0 oldugu gorildii.

5 adet asil1 hayvanda 0. giin, 14.giin ve 28. giin alinan kan serumlarina yapilan
Bakteri Kaplama antikor ELISA'da 0. giin hayvanlarda hi¢ antikor olmadigi, 14. giin
minimum 1/64 antikor olustugu, 28. glinde de minimum 1/128 antikor olustugu yani
koruma sagladigi goriildii. Ancak kontrol grubundaki hayvanlarda her iki antikor tipi

icin de belirgin bir artis gozlenmiyor ve koruyucu diizeylere ulasilmadi.
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Cizelge 4.26. Koyunlarda bakteri ve toksin kaplama ELISA antikor titreleri
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5. TARTISMA

C. pseudotuberculosis'in neden oldugu hastalik wvakalari, 19. yiizyilin
sonlarindan itibaren bircok iilkede bildirilmistir. Ingiltere'de yetistirilen bir keci
stiriisiinde ilk kez 1989 yilinda teshis edilmistir. Bu, hastaligin kiiresel dagiliminin ve
kiigiikbas hayvancilik lizerindeki etkisinin giderek arttigin1 gostermektedir (Baird ve
ark., 2007). Amerika, Avrupa, Asya, Afrika ve Avustralya kitalarinda, tiim diinya
cografyasinda kiiclikbas hayvan yetistiriciliginin 6nemli bir problemi olarak
degerlendirilmektedir. Bu durum, hastaligin kontroliiniin ve énlenmesinin zorlugunu
gostermektedir (Baird ve ark., 2007).

Diinyanin farkli bdlgelerinde yapilan c¢alismalar, C. pseudotuberculosis
hastaliginin prevalansinin %8 ile %90 arasinda degisebilecegini gostermistir. Bu
genis aralik, hastaligin kontrol ve Onleme stratejilerinin bolgeye 0zgii olmasi
gerektigini vurgulamaktadir. Prevalansdaki bu degiskenlik, cesitli faktdrlerden
kaynaklanabilir. Bunlar arasinda hayvancilik uygulamalari, hijyen ve sanitasyon
standartlari, bolgesel iklim kosullar1 ve C. pseudotuberculosis suslarinin viriilansi yer
almaktadir (Brogden ve ark., 1984; Cameron ve ark., 1982; Eggleton ve ark.,1991;
Ellis ve ark., 1995).

Formalinle inaktive C.  pseudotuberculosis  asismin  koyunlarda
koruyuculuguna yonelik bir calismada, etkenin yliksek dozda intravendz verilmesi ile
pulmoner 6dem ve ani 6liimler olusturmasi sebebiyle tatmin edici, sonuglar alinmasi
gliclesmistir. Bununla birlikte, asilama ile enfeksiyon etkenlerinin letal dozuna karsi
koyunlarda koruma saglanirken, kronik enfeksiyon ile iliskili lezyonlarin olusumu
engellenememistir. Ayrica, etkili korumanin kan dolasimindaki antikorlara bagh
olmadigi, hiicresel bagisikligin 6énemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Batey, 1986;
Eggleton ve ark., 1991).

Bu caligma, standart antijen optimizasyonu amaciyla yapilan antijen
ELISA’nin sonuglarin1 degerlendirerek, yeni iiretilen antijenlerin performansini
incelemistir. Sandvi¢ ELISA yontemi kullanilarak yapilan testlerde, bakteri kiiltiirii
ve toksin immunizasyonlari sonucu elde edilen tavsan hiperimmun serumlari

kullanilarak farkli antijen kombinasyonlarinin baglanma kapasitesi 6l¢tilmiistiir.

Formiilasyonu yapilan bakteri, toksin, bakteri + toksin kiiltiirlerinden
hangisinin daha etkin koruma saglayip hedef hayvanlarda antikor olusturup

olusturmadig degerlendirilmistir.
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Verilerin genel degerlendirmesinde, bakteri+toksin kombinasyonunda yeni ve
eski iiretilen antijenler karsilastirildiginda yapilan bagimsiz érneklem t testine gore p
degeri (0.025) anlamlilik diizeyinden (0.05) kiiciik oldugundan, sifir hipotezi
reddedilir. Yani, yeni ve eski antijenlerin ortalama etkinlikleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu sonucuna varildi. Bu durumda, yeni iiretilen antijenin

daha etkin oldugu gorildii.

Analiz sonuglarina gore, yeni Tlretilen bakteri+toksin formiilasyonunun
ozellikle toksin kaplama ile daha yiiksek baglanma kapasitesine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, antijen iiretim siirecinde yapilan degisikliklerin etkinligi

tizerinde belirgin bir etkisi oldugunu gostermektedir.

Ancak, bu bulgularin genel gecerliligini saglamak i¢in daha fazla arastirma ve
deney yapilmasi gerekmektedir. Ozellikle, farkli kosullar altinda yapilan deneylerin
sonuglarima dayanarak, bu sonuglarin ne kadar genis bir yelpazede gecerli oldugu
degerlendirilmelidir. Ayrica, farkli iiretim partileri arasindaki tutarliligin da test

edilmesi gerekmektedir.

Hem toksin kaplamali hem de bakteri kaplamali serilerin performansi
incelenmis ve bunlarin formiilasyon i¢in uygun konsantrasyonlari belirlenmistir.
Yeni lretilen 2 seri bakteri+toksin kiiltiirli de test edilmistir. Cizelge 4.16'da, toksin
kaplamali standart antijene gdre seri sonuclar1 gosterilmistir. lk seri ile ikinci seri
karsilastirildiginda, ikinci serinin genellikle daha yiiksek OD degerlerine sahip
oldugu gozlemlenmistir. Bu da iiriintin kullanilmadan 6nce daha fazla diliie edilmesi

gerektigine gostermektedir.

Cizelge 4.18' de, ELISA ile standart antijen ve farkli serilerin formiilasyonlari
karsilastirilmistir. Her iki seride de standart antijene gore daha yliksek OD degerleri
gozlemlenmistir. En yiiksek OD degerleri 32x diliisyonda elde edilmistir ve bu
degerler her iki seride de standart antijen ile uyumludur. Negatif kontrol sonuglari,
testin dogrulugunu ve spesifikligini teyit eder ¢ilinkii negatif kontrol gruplarinda

beklenildigi gibi baglanma olmamustir.

Cizelge 4.19'da, standart antijene gore iretilen diger serilerin koruma {init
miktarlar1 incelenmistir. Her iki serinin de standart antijene gore daha yiiksek
koruma tiinit degerlerine sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuglar, serilerin standart

antijene kiyasla yiiksek koruma iinit degerlerine sahip oldugunu ve uygun diliisyon
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oranlartyla kullanildiginda etkili bir koruma sagladigini géstermektedir.

Asillanmis koyunlarda, 0. giin Oncesi antikor seviyeleri diisiik ve benzer
seviyelerdedir. Ancak, asilamadan sonra, 14. ve 28. giinlerde tiim diliisyonlarda
belirgin bir artis goézlenmistir, bu da asmin antikor seviyelerini artirdigini
gostermektedir. Her hayvan i¢in antikor yaniti benzer bir artis egilimi gosterse de,
baz1 farkliliklar vardir. Ornegin, 28. giinde baz1 hayvanlarda digerlerine kiyasla daha
ylksek OD degerleri goriilmiistiir. Diistik diliisyonlarda genellikle daha yiiksek OD
degerleri gézlenmistir, bu da daha yiiksek antikor konsantrasyonunu yansitmaktadir.
Yiiksek diliisyonlarda OD degerlerinin azalmasi beklenen bir durumdur ancak,

antikor seviyeleri hala belirgin oldugunu gostermektedir.

Kontrol grubundaki koyunlarda ise, antikor seviyeleri zaman ic¢inde belirgin
bir degisiklik gostermemistir. OD degerleri genellikle diisiik seviyelerde kalmistir ve
diliisyon arttikga azalma egilimi gostermistir. As1 uygulanmamis kontrol grubunda
antikor yanit1 gelismemis ve antikor seviyeleri stabil kalmistir. Bu durum, asinin
olmadig1 grubun dogal bagisiklik tepkisi gelistirmedigini ve antikor seviyelerinin

diisiik kaldigin1 géstermektedir.

Asilanmis ve kontrol gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada, asili grupta
gozlenen belirgin antikor artis1 ve yiiksek antikor titreleri, aginin etkinligini ortaya
koymaktadir. Bakteri + toksin formiilasyonu ile agilanmis koyunlarda zamanla artan
antikor titreleri, gelistirilecek asinin antikor olusturup, bagisiklik sisteminde etkin
olabilecegini gostermektedir. Kontrol grubundaki koyunlarda ise, herhangi bir as1
uygulanmadig1 ic¢in antikor seviyeleri diisiik kalmis ve zaman icinde Onemli bir

degisiklik gostermemistir.

Asillanmis gruplarda, zamanla antikor seviyelerinde belirgin bir artis
gozlenmistir. Her bir hayvanin antikor seviyesi baslangicta diisiik ve benzerken,
zamanla bazi bireysel farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Asilamadan sonra bagisiklik yaniti
ilk iki hafta i¢inde en yogun olmus, ardindan daha stabil hale gelmistir. Genel olarak,
asilanmis koyunlarda antikor seviyeleri artmis ve zamanla stabil hale gelmistir, bu da

asinin etkili oldugunu ve gii¢lii bir bagisiklik yanit1 olusturdugunu géstermektedir.

Kontrol gruplarinda ise, antikor seviyeleri genellikle sabit kalmis veya ¢ok az
degismistir. Asillanmis gruptaki belirgin artis goézlenmemis, zamanla antikor
seviyelerinde az bir degisiklik olmustur. Kontrol grubunda asilamanin yapilmadigi

ve dolayisiyla bagisiklik yanitinin tetiklenmedigi goriilmiistiir. Genel olarak, kontrol
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grubunda antikor seviyeleri sabit kalmis ve zamanla o6nemli bir degisiklik

gostermemistir.

Asilanmis ve kontrol gruplar1 arasindaki karsilastirmada, asilama sonucunda
asillanmig grupta belirgin bir antikor artis1 gozlenirken, kontrol grubunda bu tiir bir
artis goriilmemistir. Bu bulgular, aginin etkinligini ve koyunlarda giiclii bir bagisiklik

yanit1 olusturdugunu dogrulamaktadir.

Literatiirde de benzer sekilde, PLD 6nemli bir viriilens faktor oldugundan, pld
geninin genetik inaktivasyonu canli bir rekombinant as1 i¢in temel saglayabilir. PLD
geni olmayan C. pseudotuberculosis (Toxminus) susundan 107 bakterinin koyunlara
verilmesiyle, virulent C. pseudotuberculosis ile apselerin olugsmadigl gorilmiistiir
(Hodgson ve ark., 1992). Formalin ile inaktive edilen ekzotoksinin kobaylara
uygulamalarinin homolog c¢elinca kars1 bir dereceye kadar koruma sagladigi
bildirilmistir. Bundan dolayi, hastaligin patogenezinde etkin rol oynayan PLD’nin de

korumada faydali olabilecegi fikri iizerinde durulmustur (Eggleton ve ark., 1991a).

Avusturalya’da klostridial asilar ile kombine edilen bir C. pseudotuberculosis
asis1 mevcuttur (Eggleton ve ark., 1991b). Bu as1 ile asilanan kegilerde, C.
pseudotuberculosis susuyla yapilan deneysel enfeksiyonlara karsi lezyonlarin
goriilme sikliginda azalma ile birlikte belirgin bir koruma saglandigi belirtilmistir.
Bununla birlikte, klostridial komponentlerle kombine edilen asilarin tek basina
hazirlanan asidan daha 1yi koruma sagladigi bildirilmistir (Anderson & Narin, 1984).
KLA’ya kars1 koruma humoral ve hiicresel olmakla birlikte, PLD dolagimdaki
antikorlar1 nétralize etmektedir (Batey, 1986). PLD’nin formalinle muamelesi
sonrasinda ¢ok az bir kisminin (%1) aktif kaldig1 ve koruma icin yeterli oldugu
belirtilmektedir. Genetik olarak inaktif ve formalin ile inaktif PLD asilar ile
koyunlar1 asiladiklarim1t  ve C. pseudotuberculosis ile ¢eling yaptiklarini
bildirmislerdir (Hodgson ve ark., 1999). C. pseudotuberculosis enfeksiyonuna karsi
genetik olarak inaktif PLD asisinin %44 ve formalinli asisinin %95 oraninda koruma
sagladigini belirtmislerdir. C. pseudotuberculosis’in sekret ve ekskretlerinin humoral
ve hiicresel bagisikligi uyarmasindan dolay1r as1 gelistirilmesinde 6nemli bir

potansiyele sahip olduklarini ifade edilmistir (Hodgson ve ark., 1999).

Koyunlar ¢esitli C. pseudotuberculosis asilar1 (rekombinant PLD, formalin
ile inaktif bakterin veya rekombinant PLD ilaveli bakterin) ile immunize ettiklerini;
celing sonrasinda PLD ve bakterin asilarin enfeksiyona karsi belirgin bir koruma

sagladigim1  gozlediklerini belirtmiglerdir. Daha da O©nemlisi kombine asinin
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enfeksiyona kars1 tam bir koruma saglanmasinda basarili oldugunu ve biitiin asili
hayvanlarda ¢eling susunun elimine oldugunu rapor etmislerdir (Fontaine ve ark.,
2006).

C. pseudotuberculosis'in neden oldugu kaze6z lenfadenitis, hayvan o6liimleri,
karkas degerinde diisiis ve tedavi masraflar1 yoluyla dnemli ekonomik kayiplara yol
agmaktadir. Bu kayiplar, kiigiikbag hayvancilik ile ugrasan ciftcileri ve bu sektérden
gelir elde eden diger kisileri dogrudan etkilemektedir (Baird ve ark., 2007).

C. pseudotuberculosis enfeksiyonu, lenf diigimlerinde sisme ve apseler, ates,
halsizlik, istahsizlik ve kilo kaybi1 gibi belirtilere neden olabilir. Hastalik ilerledikge,
enfeksiyon internal organlara yayilabilir ve dliimciil olabilir. Kontrolii ve 6énlenmesi
icin ¢esitli stratejiler mevcuttur. Bunlar arasinda sanitasyon ve hijyen
uygulamalariin iyilestirilmesi, hayvanlarin asilanmasi ve hastalikli hayvanlarin
izole edilmesi yer almaktadir. Arastirmacilar, hastaliga kars1 daha etkili asilar ve

tedavi yontemleri gelistirmek i¢in ¢alismalar yiiriitmektedir (Baird ve ark., 2007).

Hayvancilik uygulamalar1 ve hayvan hareketleri, C. pseudotuberculosis'in
yeni bolgelere tasinmasina ve yayilmasina katkida bulunabilir. Bu durum, 6zellikle
hijyen ve sanitasyon standartlarinin diisiik oldugu bolgelerde hastaligin
prevalansinda artisa neden olabilir. Kiiresel yayilimini ve farkli cografyalardaki
suslar arasindaki benzerligi daha iyi anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulmaktadir. Bu arastirmalar, hastaligin kontrol ve oOnlenmesi i¢in daha etkili

stratejiler gelistirilmesine yardimeci olabilir (Olson ve ark., 2002).

C. pseudotuberculosis izolatlarinin teshisinde biyokimyasal testler, yaygin
olarak kullanilan ve énemli bir rol oynayan yontemler arasindadir. Ozellikle oksidaz
ve katalaz testleri, bu amacla en sik kullanilan testlerdendir (Cetinkaya ve ark., 2002;
Pacheco ve ark., 2007). Calismamizda da bu iki testin C. pseudotuberculosis
izolatlarinin teshisinde etkinligini dogruladik. Sonug¢larimiz, oksidaz ve katalaz
testlerinin C. pseudotuberculosis'in diger bakterilerden ayristirilmasinda ve dogru

teshis konmasinda 6nemli bir ara¢ oldugunu gostermektedir.

Bunun yaninda, ¢alismamizda kullanilan Vitek 2 sistemi ile elde edilen
biyokimyasal 6zellikler arasinda da benzerlikler gézlemlenmistir. Bu bulgu, Vitek 2
sisteminin C. pseudotuberculosis izolatlariin teshisinde giivenilir bir ara¢ oldugunu

ve farkli laboratuvarlar arasinda tutarl sonuglar saglayabilecegini gostermektedir.
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Canli zayiflatilmig veya inaktiflestirilmis bakterilerden olusan bakteri
formiilasyonlari, C. pseudotuberculosis'e karsi uzun siireli bagisiklik saglayabilir. Bu
formiilasyonlar, geleneksel asilarin sagladigi hiicresel ve humoral bagisiklik
tepkilerini tetikleyebilir. Canli zayiflatilmis bakteriler, daha gii¢lii bir bagisiklik
tepkisi  saglayabilir, ancak canli Dbakterilerin tasidig1 riskler nedeniyle
inaktiflestirilmis bakterilerden daha az tercih edilir. Inaktiflestirilmis bakteriler, daha
glivenlidir ancak bagisiklik tepkisi canli zayiflatilmis bakteriler kadar giiglii

olmayabilir.

Toksin formiilasyonlari, C. pseudotuberculosis'in lirettigi toksinlerden olusur.
Bu formiilasyonlar, bagisiklik sistemini toksinlere kars1 duyarli hale getirerek ¢aligir.
Toksin formiilasyonlari, daha az riskli ve daha kolay iiretilebilir olabilir. Ancak
toksin formiilasyonlarmin etkinligi bakteri formiilasyonlarina gére daha az olabilir ve

bagisiklik tepkisi sadece humoral bagisiklik ile sinirli kalabilir.

Bakteri ve toksin formiilasyonlarinin kombinasyonu, iki yaklagimin da
avantajlarini bir araya getirebilir. Bu tiir formiilasyonlar, gii¢lii bir bagisiklik tepkisi
saglayabilirken  riskleri ~de  azaltabilir. Kombine  formiilasyonlar, C.
pseudotuberculosis'e kars1t en umut verici as1 adaylarindan biri olarak kabul edilir.
Yaptigimiz ¢alismada da Bakteri +Toksin formiilasyonlarinin daha iyi sonuglar

verdigi gorilmistiir.

ELISA, C. pseudotuberculosis enfeksiyonunun teshisinde kullanilan yaygin
bir serolojik yontemdir. Bu ¢alismada, C. pseudotuberculosis antikor ELISA'sinin
performanst ¢alisilmistir. Calismamizda, antikor ELISA'min sonuglarina gore
hayvanlarda yiiksek koruma sagladig1 gosterilmistir. Bu bulgular, antikor ELISA'nin
C. pseudotuberculosis enfeksiyonunun teshisinde giivenilir bir yontem oldugunu

gostermektedir.

C. pseudotuberculosis antijen ELISA's1, enfeksiyonun erken asamasinda bile
bakterilerin varligini tespit edebilme 6zelligi ile antikor ELISA'sina gore 6énemli bir
avantaja sahiptir. Bu durum, 6zellikle akut enfeksiyonlarda antikorlarin olugmasi igin
zamanin yetmedigi durumlarda kritik 6nem tasir. Ayrica, antijen ELISA's1 daha

yliksek spesifiteye sahip olarak ¢apraz reaksiyon riskini azaltir.

KLA ile miicadelede hayvan hijyeninin saglanmasi onemlidir. Asilama da
hastaligin ~ onlenmesinde  6nemli  bir rol oynamaktadir. Ancak, C.

pseudotuberculosis izolatlarinda serotip ve genotip farkliliklar1 oldugu bilinmektedir.
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Bu durum, ticari asilarin her zaman yeterli koruma saglamayabilecegi anlamina gelir.
Baz1 arastirmalar, yerel/iilkesel suslardan hazirlanan asilarin daha yiiksek etkinlik
saglayabilecegini gdstermistir. Bunun sebebi, yerel asilarin bolgedeki yaygin suslara
kars1 Ozel olarak olusturulmus olmasidir. Bu nedenle, KLA ile miicadelede
yerel/iilkesel asilarin gelistirilmesi ve kullanimi 6nemli bir arastirma ve uygulama

alanmidir.

Genel olarak baktigimizda, C. pseudotuberculosis izolatlarin teshisinde
kullanilan biyokimyasal testlerin, 6zellikle oksidaz ve katalaz testlerinin, etkinligi
dogrulanmigtir. Bu testler, C. pseudotuberculosis'in  diger bakterilerden
ayristirtlmasinda ve dogru teshis konmasinda 6nemli araglardir. Ayrica, Vitek 2
sistemi ile elde edilen biyokimyasal 6zellikler, sistemin giivenilir bir teshis araci
oldugunu ve farkli laboratuvarlar arasinda tutarli sonuglar saglayabilecegini

gostermistir.

Asi gelistirme calismalar1 kapsaminda, canli zayiflatilmis ve inaktiflestirilmis
bakteri formiilasyonlarinin, C. pseudotuberculosis'e karsi uzun siireli bagisiklik
saglama potansiyeli lizerinde durulmustur. Canl1 zayiflatilmis bakteriler, daha giiclii
bagisiklik tepkileri saglarken, tasidiklar1 riskler nedeniyle inaktiflestirilmis
bakterilere gore daha az tercih edilir. Inaktiflestirilmis bakteriler ise daha giivenli
olmasma ragmen bagisiklik tepkisi daha zayif olabilir. Toksin formiilasyonlari,
bagisiklik sistemini toksinlere karsi duyarli hale getirerek ¢alisir ve daha az riskli,

kolay tiretilebilir olmalarina ragmen etkinlikleri sinirli kalabilir.

Bakteri ve toksin formiilasyonlarinin kombinasyonu, gii¢lii bagisiklik tepkisi
saglama potansiyeli ile en umut verici as1 adaylarindan biri olarak kabul edilir.

Calismamizda da bu kombinasyonun daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Serolojik  teshis  yontemlerinden  ELISA, C.  pseudotuberculosis
enfeksiyonlarinin teshisinde yaygin olarak kullanilir. Antikor ELISA's1, yiiksek
koruma sagladigimi gosterirken, antijen ELISA's1 enfeksiyonun erken asamasinda
bakterilerin varligimi tespit edebilme avantajina sahiptir. Antijen ELISA's1, daha
ylksek spesifite ile capraz reaksiyon riskini azaltir. Kazedz lenfadenit (KLA) ile
miicadelede antibiyotik tedavisi ve hayvan hijyeninin saglanmasi énemlidir. Agilama
da hastaligin 6nlenmesinde kritik bir rol oynar. Ancak, C. pseudotuberculosis
izolatlarindaki serotip ve genotip farkliliklari, ticari asilarin her zaman yeterli koruma
saglamayabilecegini gostermektedir. Yerel/iilkesel suslardan hazirlanan asilarin,

bolgedeki yaygin suslara kars1 daha yiiksek etkinlik saglayabilecegi goriilmiistiir. Bu
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nedenle, KLA ile miicadelede yerel/iilkesel asilarin gelistirilmesi ve kullanimi

onemli bir arastirma ve uygulama alanidir.
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6. SONUCLAR

Bu calisma, C. pseudotuberculosis'in koyun siiriilerinde neden oldugu
KLA hastaliginin patogenezinde 6nemli rol oynayan viriilans faktorlerini ve bu
hastaligin kontrolii i¢in mevcut tedavi ve dnleme yontemlerini degerlendirmektedir.
Aragtirmalar, C. pseudotuberculosis'in en etkili virtilans faktoriinlin, hiicre zarinda
yapisal bozukluklara yol acarak hastaligin yayilmasini kolaylastiran PLD ekzotoksini
oldugunu gostermistir. Tiirkiye'de KLA'nin yayginligina iliskin bolgesel calismalar
yapilmis olmasina ragmen, iilke genelinde kapsamli bir epidemiyolojik calisma
eksikligi bulunmaktadir. Bununla birlikte, mevcut veriler hastaligin 6zellikle koyun
stiriilerinde yaygin oldugunu ortaya koymaktadir. Tedavi seceneklerinin sinirh
olmas1 ve antibiyotiklerin etkisizligi, enfeksiyonun kontrol altina alinmasim
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle, as1 kullanimi ve hijyen uygulamalar1 hastaligin
onlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Mevcut asilar ve as1 gelistirme ¢alismalari,
hastaligin kontrolii i¢in umut vaat etmektedir, ancak heniiz %100 etkili bir as1
formiiliine ulasilamamistir. Bu baglamda, farkli bélgelerden izole edilen suslara 6zgii

asilarin gelistirilmesi ve kullanilmasi gerekmektedir.

Asilar, KLA'ya karst immiinoprofilaktik koruma saglamak icin kullanilir ve
bakterinin tiim antijenleri, zayiflatilmis veya inaktive edilmis C. pseudotuberculosis
suslari, kiiltiir siipernatanlarindan izole edilen antijenler ve DNA asilar1 gibi ¢esitli
asilar gelistirilmistir. Ancak heniiz %100 etkili bir as1 formiilii gelistirilemediginden
farkli bolgelerden izolatlarin farklilik gosterebilecegi, asilarin hedef asilama

bolgesinden izole edilen suslar kullanilarak hazirlanmasi gerekmektedir.

Bakteri ve toksin kaplama ELISA sonuglar1 da incelendiginde, asilanmis
gruplarda antikor titrelerinde belirgin bir artis gozlenmis, kontrol grubunda ise
herhangi bir antikor tespit edilmemistir. Bu da asilamanin koyunlarda bakteri ve
toksinlere kars1 koruma saglayabilecegini ve etkili bir koruyucu rol oynayabilecegini
gostermektedir. Bu bulgular, asilamanin koyunlarda etkili bir bagisiklik yaniti
olusturdugunu ve hastaliga karsi koruma sagladigin1 desteklemektedir. Asilanmis
gruplarda gozlenen antikor artisi ve kontrol grubundaki sabit antikor seviyeleri,

asinin etkinligini agik¢a ortaya koymaktadir.
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ONERILER Miizeyyen DEMIR

7. ONERILER

C. pseudotuberculosis hastaliklarin1 6nlemek ve kontrol etmek i¢in etkili bir
as1 gelistirme ihtiyact 6nemlidir. C. pseudotuberculosis'e karsi bilinen asilarin
bakterisinin kendisi veya toksoid formiilasyonlarina dayali olarak dogrulamalarinin
onemi ve sonugclari segilebilir. C. pseudotuberculosis’e karst aginin yayilmasi icin iki
temel yaklasim bulunmaktadir: canli bakteri asilar1 ve toksoid asilari. Canli bakteri
asilari, giiclendirilmis veya modifiye edilmis C. pseudotuberculosis bakterilerini
icerir. Bu asilar, enfeksiyon sistemi dogrudan bakteriye karsi reaksiyon gosterdigi
icin ortaya ¢ikar. Toksoid asilar, C. pseudotuberculosis bakterisinin meydana geldigi
inaktive edilmis (toksoid) formiilasyonlarini igerir. Bu toksoidler, metabolizma
sisteminin patojenlerinin ortaya c¢ikmasina karsi reaksiyon uygulamalarini tesvik
eder. Toksoid asilar1 genellikle daha gilivenli olarak kabul edilir, ancak bazen daha
zayif bir istikrarin saglanmasina neden olabilirler. C. pseudotuberculosis'e karsi
asilarin Bakteri + Toksin formulasyonlariyla hazirlanan asilarin daha iyi koruma

sagladig i¢in kullanilmas1 daha uygun olacaktir.
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