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OZET

CLOSTRIDIUM CHAUVOEI ASILARININ POTENSININ BELIRLENMESINDE
ELISA PROSEDURUNUN KULLANILMASININ ARASTIRILMASI

Deniz D.A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Programi Doktora Tezi, Aydin, 2018.

Giliniimiizde Clostridium chauvoei igeren veteriner bakterin asilarinin potens testleri; asi ile
immunize edilmis kobaylara patojen C. chauvoei susunun verilerek kontrol edilmesi
prensibine dayanmaktadir. C. chauvoei epruvasyon testinde, in vivo test prensibine
dayanmasi, ¢ok fazla miktarda deney hayvami kullanima ihtiya¢ duyulmasi, hayvanlarin
bireysel duyarlilik, direng ya da kondisyonlarina gore sonuglarin degiskenlik gostermesi,
tekrar edilebilmesinin gilicligii, test sliresinin uzunlugu, test sonug¢larinin degerlendirilmesinin
hayvanlardaki letalite ya da spesifik semptomlara dayali olmasi ve hayvan refaht yoniinden
uygun bulunmamast nedeniyle in vitro alternatif testler dnem kazanmaya baglamistir.
Arastirmamizda, C. chauvoei igeren asilarin potens testlerinde kullanilmakta olan epruvasyon
testine alternatif olarak bir ELISA prosediiriiniin uygulanabilirliginin  arastirilmasi
hedeflenmistir. Arastirma materyalini 15 adet C. chauvoei komponenti iceren ve olasi yalanci
reaksiyonlarin tespiti i¢in 5 adet bu komponenti icermeyen farkli marka ve serilerde 20 adet
ast olusturmaktadir. Aragtirmamizda, Yanikara asilarinin kontroliinde standart metot olan
kobay epruvasyon testinde, tiim C. chauvoei igeren asilarin gegcme kriterlerini karsiladigi, bu
komponentin bulunmadig asilarin ise herhangi bir koruyucu vasif sergilemedigi gézlenmistir.
C. chauvoei bulunan asilarda koruyucu yanit %90 ile %100 arasinda (4 adet asida %90, 11
adet asida %100 koruma) seyretmistir. Arastirmamizda ELISA yontemi olarak, indirekt
double sandvi¢ ELISA prosediirii kullanilmistir. C. chauvoei komponenti igeren ve
epruvasyon testi ile gecer sonug veren 15 adet asinin 14’iinde relatif potens sonuglarinin kabul
kriterine gore dagiliminda RP>1 bulunmustur. Kabul limitini karsilayan pozitif asilarda relatif
potens degerleri 1,020 ile 5,438 arasinda seyretmistir. Arastirmamizda kullanilan ELISA
prosediiriiniin sensitivitesi %93,33, spesifitesi %100 ve relatif dogruluk orani ise %95 olarak
bulunmustur. Arastirmamizda elde edilen sonuglar dogrultusunda, ELISA metodu ile
epruvasyon prosediirleri arasinda mukayese edilebilir dogruluk ve kesinlikte sonuclar alindigi,
iki metodun 1yi bir korelasyon gosterdigi ve in vitro metot doniisiimiiniin 6nemli avantajlara

sahip oldugu goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium chauvoei, Veteriner as1, Epruvasyon, ELISA, Relatif Potens
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USING ELISA PROCEDURE IN DETERMINING TO
POTENCY OF CLOSTRIDIUM CHAUVOEI VACCINES

Deniz D.A. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Department
of Microbiology, PhD Thesis, Aydin, 2018

At the present time, potency tests of veterinary bacterin vaccines containing Clostridium chauvoei
are based on the administration of a pathogenic C. chauvoei strain to guinea pigs. Although C.
chauvoei challenge test is a valid procedure in the control activities aimed to determine the
potency of the vaccine; in vitro alternative tests are gaining in importance due to this test being
based on an in-vivo test principle as in the control of all other Clostridial vaccines, the need for
using too many laboratory animals, change in results according to the individual sensitivities,
resistance or condition of laboratory animals, hardships in repeatability, length of the test
procedure, the evaluation of the test results being based on specific symptoms or lethality in
animals and their unsuitablity in terms of animal welfare. In our study, it was aimed to investigate
the feasibility of an ELISA procedure as an alternative to the challenge test used in the potency
test of C. chauvoei containing vaccines. The research material consists of different trademarks and
series 20 vaccine, which 15 vaccine included with C. chauvoei components and 5 vaccines not
included these components for the detection of possible pseudo-reactions. In our study, the
guinea-pig challenge test which is the standard method for the control of the Blackleg vaccine
examined of investigation of the vaccines. The all of the vaccines containing C. chauvoei met the
criteria for acceptance and the vaccines without this component did not show any protective
qualities. The protective response to vaccines containing C. chauvoei was between 90% and 100%
(4 vaccine protect 90% and 11 vaccine protect 100%). In our study, indirect double sandwich
ELISA procedure was used as a method. It was found to relative potency RP>1 in the distribution
of relative potency results according to acceptance criteria on the 14 of 15 vaccines which
containing C. chauvoei component and providing the criteria for passing in the guinea-pig
challenge test. Relative potency values ranged from 1,020 to 5,438 in positive vaccines providing
the acceptance limit. The sensitivity, specifity and relative accuracy of the ELISA procedure used
in our study was found to be respectively 93.33%, 100% and 95%. In the results of our study, it is
seen that comparable accuracy and exact results are obtained between the ELISA and challenge
procedures, the two methods show good correlation and the in vitro method conversion has

significant advantages.

Keywords: C. chauvoei, Veterinary Vaccine, Challenge, ELISA, Relative Potency
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1. GIRIS

Klostridiumlar spor formunda obligat anaerobik bakteriler olup, birgok tiirii aerobik
sartlarda gelisemez ve vejetatif formlar1 oksijenli ortamlarda yasayamaz. Ancak spor
olusturan tiirleri, dis etkenlere ve yiiksek 1siya dayaniklidir. Sporlari, anaerobik ortami ve
yeterli besin maddelerini bulduklar1 zaman tekrar vejetatif forma gecerler. Klostridiumlarin
geng kiltiirleri gram pozitiflik gosterir iken kiiltiirleri yaslandikca gram negatife
dontigebilmektedir. Klostridiumlar, Gram pozitif, yuvarlak veya sivri uclu ¢ubuk seklinde,
sporlart terminal ve subterminal, peritrik flagellaya sahip (bazi tiirler) olan bakterilerdir.
Ancak Clostridium piliforme gram negatif olarak bunlarin disinda yer almaktadir. (Songer ve
Post, 2012; Public Health England, 2015).

Clostridium genusu insan ve hayvanlarda son derece patojeniktir (Public Health
England, 2015). Dogada her yerde rastlanan, yaygin besin ve yara kontaminantlarindan biri
olarak kabul edilen genusun yaklagik olarak 200 tiirii bulunmaktadir. Bunlarin sadece 14’{iniin
veteriner sahada 6nemli oldugu bilinmektedir (Markey ve ark, 2013). Vejetatif formlari
olumsuz kosullar altinda (oksijenle temas gibi) kuruma ve 1siya direng gostermek igin
endosporlar sekillendirirler. Clostridium tiirleri bu sayede mera ve yasam alanlarinda canl
kalabilmekte, biyogiivenlik tedbirlerine diren¢ gosterebilmekte ve saglikli canlilara kolaylikla
bulasabilmektedirler (Prescott, 2013). Genel olarak en c¢ok toprakta bulunurlar. Denizlerin
dibinde, c¢lirlimiis bitki ve hayvanlarda, hayvan artiklarinda, lagim sularinda Clostridium
tiirlerine rastlanabilir (Arda ve ark, 1997).

Klostridial hastaliklar genel olarak iki sekilde etki gosterir; bunlarin birincisinde
vejetatif hiicreler ya dokularda lokal birikim yaparak ya da aktif invazyon yoluyla, klinik
tablonun olusmasina (C. chauvoei, C. novyi) neden olur iken, ikinci yol olarak bakteriyel
toksinler (C. perfringens, C. tetani) vasitasiyla etkili olmaktadirlar. Genellikle mekanik
zedelenme ile zarar gormiis kas dokusunda Clostridium sporlarinin germinasyonu sonucu kas
nekrozu olusmaktadir (Songer ve Post, 2012).

Patojen klostridiumlarin ¢ogu bir veya daha fazla toksin lretebilirler. Toksinlerin
absorbsiyonu ile sistemik intoksikasyon ve akabinde sok ve oliime giden bir enfeksiyona
neden olurlar. Enteretoksemi vakalarinin bazilarinda, dnceden salinan klostridial toksinlerin
sindirimi sonucu hastalik olustu§undan, intestinal lezyonlar az goriilmektedir. Bununla
birlikte hastaligi olusturmaya sebep olan toksin miktar1 ¢ok diisiik oldugundan immunite
saglanamamakta ve hayvanlarda akut ya da perakut seyreden enfeksiyonlara neden olarak

tedavileri giiclestirmektedir (Markey ve ark, 2013; Songer ve Post, 2012; Bonistalli, 2013).



Hayvan patojeni klostridiumlar genellikle noérotoksik, enterik ve histotoksik olarak
kategorize edilmektedirler. Ancak bazilar1 heterojen karakterde olup, etkilenen konak ve
sistemlere gore olduk¢a kozmopolit davranir iken, digerleri tek ve iyi bilinen bir sendroma
neden olmaktadir. Hayvanlar i¢in onemli olan klostiridial enfeksiyonlar; C. chauvoei
(Yanikara), C. hemolyticum (Basillar Hemoglobiniiri), C. tetani (Tetanoz), C. septicum
(Malignant Odem, Bradzot), C. novyi tip B (Kara Hastalik), C. perfringens tip D (Yumusak
Bobrek Hastaligl), C. perfringens tip B ( Kuzu Dizanterisi), C. novyi tip A (Biiyiik Bas,
Malignant Odem), C. perfiringens tip C (Buzag ve Kuzularda Ani Olim Hastalig1), C.
sordellii (Nekrotizan Doku Enfeksiyonu, Abomazitis) ve C. botulinum (Botilismus)’dan ileri
gelmekte olup, konak¢r ve ortaya cikan enfeksiyona gore baslica Clostridium tiirleri Tablo

1’de verilmistir (Songer ve Post, 2012; McVey ve ark, 2013).



Tablo 1. Baslica Clostridium tiirleri

CLOSTRIDIUM TURLERIi HASTALIK KONAKCI
Sigir
C. chauvoei Yanikara Koyun
Domuz
C sevti Malignant Odem KS(:glrn
i | G septicum Bratzot yu
g Domuz
S . -
[ - Biiytik Bas Hastalig1 Koyun
é C. novyi Tip 4 Gazli Gangren Sigir
E
C. novyi Tip B Kara Hastalik KS(i}g?rn
C. haemolyticum . o Koyun
(C. novyi Tip D) Basillar Hemoglobiniri Sigir
Koyun
C. sordelli Gazl1 Gangren Sigir
At
. Kuzu
. . Enterotoksemi <
C. perfringens Tip B Kuzu Dizanterisi B%i;gl
Koyun
Nekrotik Enterititis Kuzu
C. perfringens Tip C Hemorojik Tay
Enteretoksemi Tavuk
Buzagi
.. Koyun
C. perfringens Tip D umusal BP brek Kegi
Hastalig Buzag
3 fshal, Antibiyotik Tliskili _
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Quinn (1994) ve Songer ve Post (2012)’ dan modifiye edilmistir.




Klostridial enfeksiyonlarin tedavisinde, genellikle toksine 06zgili antiserumlar ve
antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak hastaligin hizli seyretmesi teshis ve tedaviyi
zorlastirmaktadir. Bu bakimdan klostridial enfeksiyonlar, {ilkemiz de dahil olmak {izere tiim
diinyada ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Antiserum ve antibiyotiklerin, koruma
ve tedavide her zaman yeterli olmamasi nedeniyle, hastaliktan korunmada, bakterin toksoid
karakterde hazirlanmig inaktif veteriner biyolojik iirlinlerle immunizasyon yapilmasi 6nem
tasimaktadir (Bas ve Alp, 2005; Prescott, 2013). Piyasada (C. perfringens Tip A, B, C ve D;
C. chauvoei; C. novyi; C. septicum; C. tetani; C. sordellii ve C. haemolyticum) farklh
iceriklere ve etkenlere sahip inaktif klostridial asilar bulunmaktadir. Asilar, monovalan ya da
polivalan olarak hazirlanmaktadir. Asilama, iiriin prospektiisii dikkate alinarak genelde 4-8
hafta ara ile yilda 2 kez yapilmakta ve alti aylik ya da yillik tek rapel seklinde devam
etmektedir. Damizlik hayvanlarin dogumdan Once asilanmasi1 dogacak yavrularda pasif
bagisiklik olusturmada oldukca onemlidir (Acar ve Yipel, 2015). Yillik yaklasik olarak 40
milyon doz klostridial as1, iilkemiz pazarina siirtilmektedir. Klostridial asilarin {iretim
teknolojisi genel olarak; toksin iiretimini maksimize edecek sekilde dizayn edilmis bir
fermantasyon prosesidir. Bu amagla mikroorganizmanin logaritmik proliferasyonu ve toksin
olusumunun indiiklenmesi, lireyen kiiltiir ve toksin konsantrasyonun arzu edilen diizeye
ulagmasini takiben canli hiicrelerin 6ldiiriilmesi ve toksinin toksoide doniistiiriilmesi amaciyla
formaldehit ile inaktive edilmesi ve final formiilasyon esnasinda adjuvantla kombinasyonu
prensibine dayanmaktadir (Bas ve Alp, 2005; Bonistalli, 2013).

As1, serum gibi veteriner biyolojik iiriinlerin hayvanlardaki giivenlik ve etkinliginin
gosterilmesi amaciyla hem {ireticiler, hem de yetkili otoriteler tarafindan bir dizi kalite kontrol
testi uygulanmakta ve genel olarak bu testler; fizikokimyasal parametrelerin kontrolii yaninda,
sterilite, zararsizlik ve etkinlik testlerini kapsamaktadir. Biyolojik {iriiniin karakterine gore
uygulanacak testler, ¢esitli uluslararasi monograflarda (Avrupa Farmakope, 9CFR, OIE
Manual, Ingiliz Farmakope gibi) tanimlanmaktadir (EDQM, 2017b; USDA APHIS, 2017a).

Gliniimiizde C. chauvoei asilarinin potensinin belirlenmesi kabul edilen test kobay
epruvasyon testidir (EDQM, 2017b). Bu test, cok sayida deney hayvani kullanimina bagli bir
test olup test sonuglarinin degerlendirilmesi deney hayvanlarindaki letalite ya da spesifik
semptomlarin gbézlenmesi prensibine dayanmaktadir. Bu da hayvan refahi agisindan etik
goriilmemektedir. Ayrica in vivo biyolojik testlerin, canli hayvanlarin bireysel
kondisyonlaria bagli olmasi gerekgesi ile stabil olmamasi, degisken sonuglar verebilmesi ve

buna bagl olarak ¢ok sayida test tekrarma gereksinim duyulmasi, yapilan test tekrarlarinin is



giiclinli ve test maliyetini ylikseltmesi nedeniyle bu tiir metotlarin dogrulanmasinin gesitli
zorluklart bulunmaktadir (Romberg ve ark, 2011).

Resmi Ila¢ Kontrol Laboratuvarlart (OMCL) ag iizerinden organize edilen ¢alismalar
ile biyolojik iirin kontroliinde alternatif metotlarinin gelistirilmesi, uygulamaya konmasi ve
validasyonu konusunda AB ig¢inde ¢esitli projeler yiiriitiilmektedir. Bu kapsamda yiiriitiilen
calismalar dahilinde AB icinde ELISA testleri gibi alternatif metotlar karsilikli tanima
(Mutual Recognation) prosediirii i¢cinde klostridial asilarin potens testlerinde uluslararasi bir
test olarak yerini almaya baslamistir (Romberg ve ark, 2011). Avrupa Farmakopede
korelasyon ve validasyonu gosterilmek kaydiyla biyolojik {irlinlerin etkinlik testlerinde
immunokimyasal metotlarin kullanilabilecegi belirtilmektedir (EDQM, 2017a; DeHaven,
2003). Ayrica Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi’na bagli Hayvan ve Bitki Saglig:
Denetim Servisi de as1 monograflarin da alternatif prosediirleri yayinlamaya baslamigtir
(Ludemann ve Hyde, 2015). Avrupa Alternatif Metotlarin Validasyonu Merkezi (ECVAM)
hayvansal modellere alternatif in vitro metotlarin dogrulanarak uygulamaya aktarilmasi
konusunda pratik ve alt yapisal gereklilikler agisindan 5 temel asama belirlemistir. Bunlar,
test gelistirme, prevalidasyon, validasyon, bagimsiz degerlendirme ve metodun yasal onay1
stiregleri olup; bunlardan prevalidasyon adimi, protokol olusturma, metot transferi ve metot
performansinin degerlendirilmesi asamalarini kapsamaktadir (Hendriksen ve ark, 1998). Bu
baglamda alternatif metotlarin gelistirilmesi ve uygulamaya aktarilmasinda metot
performansinin arastirilmast ve dogrulanmasina yonelik arastirma projelerinin énemli oldugu
gorilmektedir.

Klostridial asilarin potens testlerinde alternatif metotlar olarak; immunize edilmis
hayvanlarin serum 6rneklerinde ELISA metotlari, hiicre kiiltiiriinde yapilan serolojik tabanli
caligmalar ile asidaki hiicresel ya da flagellar antijen miktarinin Olcililmesine yonelik
immunokimyasal metotlar kullanilmistir (Halder, 2001; Hendriksen, 2009; Redhead ve ark,
2011; Romberg ve ark, 2011). Bunlardan serum Ornekleri iizerinde uygulanan ELISA
teknikleri; testlerde kullanilan hayvan sayisinin azaltilmasi, kolay uygulanabilirligi, hizli,
paralel, tekrarlanabilir ve dogrulanabilir sonuglar vermesi, daha kesin ve stabil sonuglar
alinmas1 gibi gerekgelerle alternatif metotlar icinde O6nem kazanmis olmakla birlikte
(Romberg ve ark, 2011), dogrudan antijen iceriginin dl¢iilmesine dayanan metotlar hayvan
deneylerinin tamamen ortadan kaldirilmasi ve test siirelerinin ciddi oranda kisaltilarak is
giiciiniin azaltilmasinda 6nemli avantajlar getirmistir (Kulpa-Eddy ve ark, 2011).

Bu amagla arastirmamizda, C. chauvoei igeren bakterin asilarin potens testinde

konvansiyonel patojen kiiltiirle epruvasyon uygulanmasi yerine, asinin igerdigi antijen
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miktarinin (flagellar yiizey proteinin) 6l¢iilmesine dayanan bir ELISA prosediirii uygulanarak
iki yontemin karsilagtirmasinin  yapilmast ve C. chauvoei asilarmin  potensinin
belirlenmesinde in  vitro ELISA  prosediiriiniin  uygulanabilirliginin  arastirilmasi
hedeflenmistir. Arastirmamiz, C. chauvoei igeren inaktif veteriner biyolojik iirlinlerde
flagellar antijen miktarinin Sl¢limiine dayanan bir alternatif prosediiriin performansinin

(dogruluk ve kesinliginin) degerlendirilmesi agisindan énemlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Clostridium chauvoei ve Yanikara

Arloing, Cornevin ve Thomas, yanikara hastaligina sebep olan organizmayi 1880
yilinda ortaya ¢ikarmislardir. C. chauvoei ad1 Fransiz Veteriner Auguste Chauveau onuruna
verilmistir (Parte, 2009). C. chauvoei gram pozitif, hareketli, obligat anaerop, ¢ubuk seklinde
olup boyutlart 0.5-1.7 % 1.6-9.7 um kadardir. Hiicre duvarlart lizin igerir. Sporlar1 oval
seklinde ve subterminal-subsentral olarak yerlesir. Vejatatif yapisi, hem suda hem de kati
ortamda kolayca spor formuna doniismektedir. C. chauvoei hassas bir bakteri oldugundan
iireyebilmeleri icin kontrollii anaerobik ortam, sistein ve suda ¢dziinen vitaminlerden zengin
bir ortama ihtiya¢ duyarlar (Parte, 2009). Kati besi yerinde iireyen koloniler, smooth yapida
(S tipli) goriiniir ve iki giin icerisinde boyutlar1 4 mm’ye ulagir. Kanli agarda hemoliz varlig
degiskenlik gostermektedir. C. chauvoei’e ait biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik
karakterizasyonlar Tablo 2’de verilmistir (Parte, 2009).

C. chauvoei sporlar liyofilize olarak yillarca canli kalabilmektedir. Kaynar suya 2-5
dakika dayaniklidir.  Fenol, alkol ve kuaterner amonyum gibi dezenfektanlara karsi
direnglidirler. C. chauvoei, duyarli ve direngli tiirlerin bagirsaklari, karacigerleri ve diger
dokularinda bulunurlar. Enfeksiyonun patogenezisin de alfa toksin, ddem faktorii, gama
toksin (hiyaliironidaz), beta toksin (DNAse), delta toksin (oksijen labil hemolozin) ve

noraminidaz etkin rol oynamaktadir (Uzal ve ark, 2016).



Tablo 2. C. chauvoei’nin biyokimyasal, kiiltiirel ve fizyolojik karakterizasyonu

Karakter Reaksiyon
Hareketli
(C. perfringens harig)

Motalite

H, tuiretimi +
Indol tiretimi -
Lesitinaz liretimi -

Lipaz tiretimi -

Eskulin hidrolizi +
Nisasta hidrolizi -
Nitrat indigenmesi d

Asit Uretimi;

Amigdalin

Arabinoz -
Fruktoz z/-
Galaktoz z/+
Glikojen -
Iniilin -
Laktoz z/+
Maltoz z/+
Mannitol -
Mannoz z/+
Melesitoz -
Melibiyoz -
Rafinoz -
Ramnoz -
Riboz +
Salisin -
Sorbitol -
Stikroz z/+
Trihaloz -
Ksiloz -

Et sindirimi -

z: zayif d: degisken

Parte ve ark. (2009)’ den modifiye edilmistir.



2.2. Epidemiyoloji

Histotoksik klostridialar grubuna dahil olan C. chauvoei, 1950’lerden bu yana yarim
asir1 askin bir siiredir dort farkli kitada izole edismis bir bakteridir. C. chauvoei’nin neden
oldugu yanikara enfeksiyonuna sigir, koyun, ke¢i, domuz, geyik, mink, tatlisu baligi, balinalar
ve kurbagalar duyarl iken insanlar, kuslar, kediler, kopekler (kopek ve kedi yaralarindan izole
edilmelerine ragmen) ve tavsanlar direnglidir (Parte, 2009). Hastalik c¢ogunlukla
ruminantlarda, nadiren diger evcil hayvanlarda goriilmektedir. Sigirlarda bu hastaligin
goriilme siklig1, 9 ay ve 2 yas arasinda yiiksek, 6-9 ay ve 2-3 yas araliginda biraz azalmakta
ve 3 yas lizerinde daha diisiik olmaktadir. Hastalik 6zellikle yaz mevsiminde hayvanlarin
meralarda otlatildigt zamanlarda goriilmektedir. Hastalifin goriilmesi ¢ogunluka nemli
meralar ve mikroorganizmanin hizli ¢ogalmasi ile iligkilidir, fakat ayn1 zamanda baz1 kurak
otlak alanlarinda da problem olusturmaktadir. Bulagma sporlarin genelde sindirim yolu, bazen
de deri yolu ile alinmas1 sonucu meydana gelmektedir (Useh ve ark, 2006b; Cooper BJ ve ark,
2016; Abreu ve ark, 2017).

Yanikara hastaligt zoonotik bir enfeksiyon olmamasina ragmen gazli gangren ve
enterokolitin goriildiigii iki insan vakasi rapor edilmistir (Nagano ve ark, 2008; Weatherhead
ve Tweardy, 2012). C. chauvoei fare, kobay ve hamsterler da doku invazyonu yoluyla
patojenite gostermektedir. Deneysel olarak enfeksiyonlarin olusturulmasinda; doku
yikimlarmin desteklenmesi amaciyla kalsiyum kloriir (CaCl,) ile beraber enjekte edilmesi
onem arz etmektedir (Parte, 2009).

Yanikara hastalig1, biiyiik kas kiitlelerinde amfizematdz yangi, sero hemorajik akinti ve
gangren olusumu ile karakterizedir. (Useh ve ark, 2006b). Sporlar ile kontamine olmus
toprakta yetisen ruminatlarda, ciddi toksemiye ve yiiksek diizeyde mortaliteye neden olurlar.
Hayvancilikta biiyiik kayiplara neden olmakla birlikte ruminantlardan baska hayvanlara
nadiren sa¢ilim (bulasma) gostermektedir. (Abreu ve ark, 2017).

Hastaligin inkiibasyon periyodu 1-5 giindiir. Hastaligin perakut formu ¢ok hizlhidir ve
klinik belirtiler meydana gelmeden oliim sekillenir. Akut form ise en sik goriilen formudur.
Yanikara’nin sigirlarda goriilen klinik belirtileri ekstremitelerde sislik, depresyon, anoreksi,
yiiksek kalp atis1 (100—120/dak), akut rumen timpanisi, ylksek ates, dil ve bogaz sismesi,
amfizem, krepitasyon, uyluk kaslarmin sertligi ve kuru cilttir. Koyundaki hastaligin klinik
belirtileri sigirlara benzerdir, ancak bu krepitasyon ve sislik hissedilemez (Useh ve ark,

2006b).



2.3. Clostridium chauvoei’nin Patogenezi

Bu Clostridia tiirii birgok hayvanin sindirim sisteminde bulunur ve enfeksiyon sonucu
6len hayvanlarin karkaslar ile topraga gegerler. Bakteriler, sigirlarin otladigi alanlarda ¢ok
sayida bulunur. Hastaligin patogenezisi duyarli hayvanlar tarafindan bu etkenin sporlarinin
oral yolla alinmasi ile baglar (Sekil 1). Sporlar daha sonra gastrointestinal sistemi gecerek kan
dolasimina girer. Buradan da tiim dokulara yayilir. Hastalik aktive oluncaya kadar dokuda
uyku durumunda kalirlar. Kosullarin uygun oldugu durumlarda sporlar, 6zellikle iskelet kast
ve bagirsaklarda vejetatif forma gecer ve ¢ogalmaya baslar. Cogalan bakteriler toksin ve
Oliimciil olabilecek antijenik bilesikleri tiretirler. Bu toksin ve bilesikler kanama, miyofibriller
nekrozla karakterize lokal lezyonlar olusturur. Lezyonlarin merkezi bakteriyel fermantasyon
nedeniyle koyu amfizemik hale gelirken, perifer kisimlar1 6dematéz ve hemorajiktir. Yanikara
hastaliginda oliim sonrasi yapilan nekropsi sonucunda etkilenen bolgenin siyah, renksiz,
sismis ve kokusmus oldugu goriiliir. Acimis tereyagi kokusu tipik olarak alinir (Hirsh ve ark,
2004). Etkilenen kas dokusu seré-miikdz ve kabarcikli bir yapiya sahiptir. Viicut bosluklari
fazla miktarda sivi icerir. Dokularin genel ayrismasi hizhidir. Kalp kasinin etkilendigi
durumlarda kalp g¢evresinde biiylik miktarlarda fibrin bulunan sivi birikimi bulunur. Klinik
olarak yiiksek ates, anoreksiya, depresyon, akut topallama ve nihayetinde 6lim goriiliir.

Bazen hayvanlarda ani 6liimler de goriilebilmektedir (Uzal ve ark, 2016; Abreu ve ark, 2017).

Sekil 1. Yanikara patogenezisi. (1) C. chauvoei sporlar1 baslangicta kontamine topraktan yutulur (2). Intestinal
mukoza boyunca kan dolagimima geger (3). Sporlar daha sonra bircok dokuya yayilir, primer olarak iskelet kaslarinda uydu
durumuna geger (4). Daha sonra, diisiik oksijen varliginda iskelet kaslarinda, genellikle akut bir yaralanma sonucu sporlar
vejatatif forma doniigiir. Bakteri lokal nekroz ve inflamasyona neden olan gii¢lii ekzotoksinler iiretir (5). En sonunda, ¢ogalan
bakteriler ve toksinler kan dolasimina girerek ekzotoksemiye neden olur ve nihayetinde 6liim gerceklesir (Abreu ve ark,

2017).
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2.4. Clostridium chauvoei’nin Antijenik Karakterizasyonu

2.4.1. Flagella

C. chauvoei peritrik flagellaya sahip olup bakterinin patojenitesini saglayan en énemli
virulans faktorlerinden biridir. Flagellin denilen bir proteine sahiptir. Flagellin hem koruyucu
hem de teshis metotlarinda ayirt edici olarak kullanilabilen bir proteindir. Yapilan bazi
calismalarda flagellanin ilgili enfeksiyona karsi koruyucu antikorlar olusturabilecegi ortaya
konulmustur (Usharani ve ark, 2015). C. chauvoei'nin flagellasina spesifik olan monoklonal
antikorlara (MAbs) kars1 anti-idiyotipik antikorlarin bir as1 olarak kullanilabilecegi tespit
edilmis, ayrica yanikara asilarinda flagellar antijen miktarini 6lgmek i¢in monoklonal

antikorlar kullanilabilecegi belirtilmistir (Kojima ve ark, 1999).

2.4.2. Toksinler

2.4.2.1. Hemolizin

Bakterilerin, gesitli hayvan tiirlerinden eritrositleri lize edebilen hemolizin iirettigi
bilinmektedir. Calismalar hemolizin iireten bakterilerin liretmeyen bakterilere gore daha
oldiirticii oldugunu gostermistir (Cavalieri ve Snyder, 1982). Hemolizin, 27 kDa agirliginda,
C. chauvoei enfeksiyonunun virulans faktorlerinden biridir (Hatheway, 1990). C. chauvoeimin
kiiltiir ortaminda hemolizin {irettigi iy1 bilinmektedir. C. chauvoeinin iirettigi hemolizinin;
filtrelenebilir nitelikte, 1s1 karsisinda kararsiz, aktif olarak antijenik 6zellikte ve amonyum

stilfat ile ¢oktiiriilebilir oldugu bildirilmistir (Usharani, 2014).

2.4.2.2. Beta Toksin

Beta toksini bir DNazdir. Princewill and Oakley tarafindan 1976 yilinda kesfedilmistir.
Ayrica sigirlardan izole edilen diger klostridia suslarinda da tespit edilmistir (Usharani, 2014).
Beta toksin 1s1 stabil, metal iyonlari ile aktive veya inhibe olabilen, selat olusturan maddeler
tarafindan notralize edilen ve amonyum stilfat ile ¢oktiiriilebilme 6zellige sahiptir. Beta-
toksinin, kas hiicresi nukleuslarinda dejenerasyona sebep olabilmesi 6nemlidir

(Ramachandran, 1969; Coral, 2009).

11



2.4.2.3. Gamma Toksin (Hiyaliironidazlar)

C. chauvoeimin gama toksini, bag dokusunda temel madde olan hiyaliironik asidin
gliikiironik asit ve N asetilglukozamin arasindaki glikozidik baglar1 hidroliz eden bir
enzimdir. Bu yolla hiyaliironik asidin parcalanmasina neden olur. Bakteriyel hiyaliironidazlar,
cilt veya mukozal yilizeylerde enfeksiyonlari baglatan bir kisim Gram pozitif patojen bakteriler
tarafindan tretilir. Mukozal veya cilt ylizeyinde enfeksiyon olusturabilen bir¢ok patojenik
bakteri, hyaluronidaz enzimi {iretir. Hyaluronidaz iiretebilen Gram-pozitif organizmalar
arasinda  Streptococcus,  Staphylococcus,  Peptostreptococcus,  Propionibacterium,
Streptomyces ve Clostridium'un ¢esitli tiirleri bulunur. Stafilokoklar arasinda patojen
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus hyicus subsp. hyicus suslarinda hiyaliironidaz
tiretimi goriilmektedir. Hiyaliironat bag dokusunu olusturan ana maddelerden oldugu igin
ozellikle cilt ve mukozalarda hyaluronidaz, patojenlerin ilk enfeksiyon yerinden yayilmasinin
saglanmasinda 6nemli bir bilesendir. Bu toksinin yanikara hastaliginin patolojisinde énemli
bir rolii gosterilememistir (Ghazaei, 2014). C. chauvoei genomunun, iki farkli hiyaliironidaz
[hiyaliironoglukosaminidaz (nagH) ve B-N-asetilglukozaminidaz (nagJ)] i¢in gen barindirdig:

bilinmektedir (Dangi ve ark. 2017).

2.4.2.4. Norominidaz

Yanikara hastaligimin sebebi olan C. chauvoei nérominidaz irettii rapor edilmistir.
Norominidazlar bazi bulagici hastaliklarin patogenezinde yer alirlar (Useh ve ark, 2006a). C.
chauvoei’nin sahip oldugu néraminidaz, Okaryotik hiicrelerin hiicre duvarlarindaki
glikokonjugatlardan sialik asidi pargalar ve boylece hiicreler aras1 matris bozulmalarina neden
olur. C. chauvoei néraminidaz enziminin molekiiler agirligr 65 kDa'dir. C. chauvoei 16
noraminidaz, kirmizi kan hiicrelerini hidrolize etme kapasitesine sahiptir. Bu durum Yanikara

enfeksiyonlarinda goriilen hipovolemiyi agiklamaktadir (Useh ve ark, 2012).

2.4.3. Hiicre Duvari

Peptitoglikan tabakasinin teikotik asiti somatik ‘O’ antijenini olusturur. Bu hiicre duvari
antijenleri 1stya dayamiklidir. Giiglii bir bagisiklik yaniti saglar. C. chauvoeinin koruyucu

yanit olusturan antijenleri genellikle hiicre ile birlesik halde bulunur (Ghazaei, 2014).
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2.5. Tam

Yanikara tanis1 anemnez, klinik bulgular, post mortem bulgular, organizmalarin
morfolojisi, biyokimyasal Ozellikler ve patojenite testleri ile gergeklestirilir. Kesin tani
otopside lezyonlu bdlgelerin renginin siyah, koyu kirmizi veya yesilimtrak kirmizi renkte
gazli, seromiikoz tabiatta sivi igeren nekrotik kaslarin goriiniimii ve etkenin izolasyonu ile
yapilir. Ancak konvansiyonel metotlarla ve serolojik testlerle dogrulanmasi gerekmektedir.
Ayirict tanida C. chauvoeinin C. septicum'dan ayirt edilmesi gereklidir (Songer ve Post,
2012). Lange ve arkadaslar1 (2010) gelistirdikleri PCR metodu ile elde ettikleri klinik
izolatlarda C. chauvoei tespit etmislerdir. Son yapilan ¢alismalarda C. chauvoei’nin tanisinda
rekombinant flagelline dayali bir ELISA metodu gelistirilmistir (Usharani ve ark, 2015).
Ayrica formalinle tespit edilip parafine gomiilmiis dokularda streptaverdin-biyotin
immunperoksidaz teknigi kullanilarak da C. chauvoei’nin tespiti yapilmistir (Uzal ve ark,

2003).

2.6. Tedavi

Hastaligin seyri hizli oldugundan prognoz olumsuzdur. Tedavide penisilin, penisilin ve
streptomisin  kullanilabilir. Lokal olarak gazli ve o6demli bolgelerdeki deri {izerine
uzunlamasina ensizyonlar yapilarak, oksijenli ve potasyum permanganatli sularla
yikanmalidir. Ayrica hastalar yiiksek dozda antiserum verilerek sagaltim calisilir. Kesilen ve

Olen hayvanlarin etleri degerlendirilmez (Alagam ve Sahal, 2002).

2.7. Koruma

Asilama bu hayvanlarda bilinen en etkili ve en ucuz koruma yontemidir. Asilamada,
kiiltiirlerden hazirlanmis ticari asilar kullanilir. Bu asilar genellikle polivalan asi seklinde
piyasaya sunulmaktadir. C. chauvoei kars1 gelistirilen asilar genellikle somatik ve flagellar
antijen icermektedir. Yanikara hastaligr enzootik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Bu
yiizden kullanilan as1 igeriklerinin koruyucu kapasitesinin yiiksek olabilmesi i¢in yerel suslar
kullanilmast 6nemlidir (Mattar ve ark, 2002).

Klostridial asilarin intramiiskiiler enjeksiyonu kaslara onemli Ol¢iide zarar verir. Bu
nedenle yanikara agilarinin boyun bdlgesine uygulanmasi gerekmektedir. Bu bolgeye yapilan

enjeksiyon olasi kas hasarlarinin olusumunu 6nler. Sigirlar ilk defa 3-6 aylik iken asilanmaya
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baslanir. Bircok klostridial asida ilk asilamayi1 takiben 4-6 hafta igerisinde rapel asilama
yapilmast gereklidir. Asilamalar, sahada enfeksiyonun yaygmligina bagli olarak, alt1 aylik
veya yillik rapeller halinde tekrar edilir. Asilama hastaliktan 2 hafta 6nce yapilmalidir. Salgin
sirasinda tiim hayvanlar asilanir ve uzun etkili penisilin kullanilir. Gebe hayvanlar
enfeksiyonun sik goriildiigii yerlerde dogumdan 3 hafta 6nce asilanmalidir. Kuzularin geng
yaslarda asilanmasi gerekebilir. Ozellikle mera degisikligi durumlarinda hayvanlarin
asilanmasi tavsiye edilmektedir (Radostits ve ark, 2007).

Asillama uygulamalarinda dogaldir ki, uygulanan biyolojik {iriinlin giivenli ve
hedeflenen enfeksiyon grubu iizerinde etkin olmasi beklenir. Biyolojik {iirlinlerde yapilan
kontrol testleri de bu amaca yonelik dizayn edilmis testlerdir. Konvansiyonal yaklagim ile as1
tiirii ne olursa olsun bir biyolojik iirlinlin kontrolii fizikokimyasal, sterilite, zararsizlik ve
etkinlik (potens) testleri kapsaminda gergeklestirilmektedir. Bunlardan etkinlik testleri asinin
icinde yer alan antijenin immunojenitesinin belirlenmesini hedefler. C. chauvoei asilarin da
immunojenitenin belirlenmesinde; in vivo bir metot olan patojen kiiltiirle (veya spor
siispansiyonu) ile epruvasyon uygulanmasi prensibine dayanan epriivasyon prosediirii
uygulanmaktadir. Bu prosediirde; deney hayvanlar1 21-28 giin aralikla 2 defa as1 ile immunize
edilmekte, bunu takip eden 14 giin sonra da, immunize edilmemis kontrol grubuyla birlikte
patojen C. chauvoei kiiltiiriiniin 100 LDsy dozunda verilmesi ile epriive edilmekte ve gruplar
arasinda letalite bulgularinin degerlendirilmesiyle iiriiniin etkinligi konusunda karar
verilmektedir. Epruvasyon kiiltiiriiniin minimal lethal dozunun belirlenmesi de dahil bu
prosediiriin uygulanabilmesi i¢in ¢ok sayida kobay kullanilmakta ve yaklasik 35-42 giinliik
bir test siiresine gereksinim olmaktadir (EDQM, 2017b). Hem as1 iireticilerinin hem de otorite
adina kontrol yapan merkezlerin bu testleri ayr1 ayr yiiriittiikleri dikkate alindiginda kontrol
icin gegen test siireleri ve harcanan is giicli oldukca biiyiiktlir. Ayrica biiyiik miktarlarda
deney hayvani kullanilmaktadir. Avrupa’da kullanilan deney hayvanlarinin yaklagik
%]10’unun veteriner asilarsinin glivenlik ve potens testlerinde kullanildigi (Hendriksen ve
ark, 1998), sadece veteriner klostridial as1 ve antijenlerin test edilmesinde yillik onbinlerce
farede test yapildig1 (Redhead ve ark, 2011) degerlendirildiginde kullanilan deneme hayvani
sayilarinin biiyiikliigii ortaya ¢ikmaktadir. Bu bakimdan deney hayvani sayilarinin azaltildigi
ya da deneme hayvani ihtiyacini ortadan kaldiran in vitro alternatif prosediirlerin gelistirilmesi
ve uygulamaya aktarilmasi 6nem arz etmektedir. Bu gereklilikler dikkate alinarak planlanan
bu c¢alismada, C. chauvoei igeren bakterin asilarin potens testinde konvansiyonel patojen
kiiltiirle epruvasyon uygulanmasi yerine, hayvanlarda immunizasyon yapilmadan aginin

icerdigi antijen miktarinin (flagellar ylizey proteinin) Olciilmesine dayanan bir ELISA
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prosediiriiniin uygulanabilirliginin degerlendirilmesi; gerek deneme hayvani ihtiyacinin

ortadan kaldirilmasi gerekse test siirelerinin kisaltilmas1 agisindan degerlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullanilan Deney Hayvanlari

Calismada kullanilan Wistar Albino 1rki, 350-450 g agirliginda saghikli kobaylar
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Deney Hayvanlar1 Biriminden temin edilmistir. Her as1
icin 10 adet kobaya immunizasyon yapilmis, 5 adet kobay ise asisiz kontrol grubu olarak (15
kobay) kullanilmustir.

Kobaylar, deney boyunca, her kafes igerisinde 5 adet olacak sekilde, 21-25 "C sicaklik,
% 50-65 bagil nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik 151k periyodu altinda muhafaza
edilmistir. Kobaylara % 20-22 oraninda protein ihtiva eden kobay yemi ve i¢gme suyu
verilerek adlibitum besleme yapilmistir. Arastirmanin  gercgeklestirilmesinde, Bornova
Veteriner Kontrol Enstitlisii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulunun 26.08.2015 tarihli 71705440-

904/7303 sayil1 karar numarasi ile etik acidan sakinca bulunmadig bildirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

3.1.2.1. Kaplama soliisyonu

Na,COj; (Carlo Erba®) 1,59 g
NaHCOj; (Roth®) 2,93 ¢g
Distile Su gs. 1L

Manyetik karistiricida eritilerek pH’s1 7.2°ye ayarlanmustir.

3.1.2.2. Tuzlu Fosfat Buffer Soliisyonu (PBS)

NaCl (Merck®™) 8,50 g
NaH,PO, -H,0 (Sigma®) 025g
Na,HPO4 (Merck™) 1,19 ¢g
Distile Su gs. 1L

Manyetik karistiricida eritilerek pH’s1 7.2°ye ayarlanmugtir.

16



3.1.2.3. Bloklama soliisyonu

Yagsiz siit tozu (Santa Cruz") 10g
PBS (Bakiniz 3.1.2.2.) 500 mL

Yagsiz siit tozu, 500 mL PBS soliisyonu icerisinde manyetik karistirict kullanarak
eritilmistir.

3.1.2.4. Yikama soliisyonu

NaCl (Merck®) 85¢g
NaH,PO4-H,0 (Sigma®) 025¢g
Na,HPO, (Merck®) 1.19¢g
Tween 20 (Sigma®) 0,5 mL
Distile Su gs. 1L

Manyetik karistiricida eritilerek pH’s1 7.2°ye ayarlanmstir.

3.1.2.5. Stop Soliisyonu

H,S04 (2,5 M) (Sigma®) 13,6 mL
Distile Su g.s. 100 mL

Manyetik karistiricida karigtirilmagtir.

3.1.2.6. Kalsiyum Klorit soliisyonu (%?7,5)

CaCl, (Riedel de Haen®™) 0,75 g
Distile Su 10 mL

Manyetik karistiricida karistirilmastir.
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3.1.2.7. Diger Kimyasallar

> 3,3",5,5 -Tetrametil benzidin soliisyonu (TMB) (Thermo™)
> Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,PO,) (Merck®)

3.1.3. Monoklonal, Poliklonal Antikorlar ve Konjugat
3.1.3.1. Clostridium chauvoei Flagella-spesifik Monoklonal Antikor (MADb)

Clostridium chauvoei Flagella-spesifik (7D11/YD7) Monoklonal Antikor (MADb) (IRP
608) Amerikan Tarim Bakanhgindan temin edilerek - 20 ‘C’de muhafaza edildi. Kaplama

soliisyonu igerisinde 1/1000 oraninda diliie edildi.

3.1.3.2.  Clostridium chauvoei Flagella-spesifik Tavsan Poliklonal Antikor (Tespit
Antikoru)

Clostridium chauvoei Flagella-spesifik Poliklonal Antikor (Tespit Antikoru) (IRP 440)
Amerikan Tarim Bakanligindan temin edilerek -20 'C’de muhafaza edildi. Bloklama

soliisyonu igersinde 1/20000 oraninda diliie edildi.

3.1.3.3. Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Konjugat)

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Konjugat) Jackson Immunoresearch Laboratories (111-
001-003) firmasindan temin edilerek -20 'C’de muhafaza edildi. Bloklama soliisyonu

igcerisinde 1/5000 oraninda diliie edildi.

3.1.4. Clostridium chauvoei Spor Siispansiyonu

Saf spor siispansiyonu, Amerikan Tarim Bakanligindan temin edilerek (IRP 631-
BBDAT1039.05) - 80 "C’de muhafaza edildi. Epruvasyon amaciyla steril % 0,85’lik sodyum
kloriir soliisyonu icerisinde 1/28.000 oraninda diliie edilerek kullanildi.

1/28.000’1ik diliisyonu elde etmek icin 6nce 1/100 diliisyon hazirlanir (1 ml saf spor
stispansiyonu 99 ml steril % 0,85’lik sodyum kloriir soliisyonuyla karistirilir). Daha sonra

elde edilen bu 1/100°liik diliisyondan 1/2.800 ‘lik spor siispansiyonu hazirlanir (1/100’lik spor
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stispansiyonundan 2 ml alinarak 54 ml steril % 0,85’lik sodyum kloriir soliisyonuyla
karistirtlir).  1/2.800’lik diliisyondan 1/28.000’lik final diliisyon hazirlanir (1/2800’lik

diliisyondan 3 ml alinarak steril 27 ml % 7.5’lik kalsiyum kloriir soliisyonu ile karistirilir.)

3.1.5. Kullamilan Cihazlar

Manyetik Karistirici (Stuart CB161)

Tart1 Sartorius (CP3202)

ELISA Okuyucu (Biotek Epoch)

ELISA mikropleyt Yikayict (Thermo well-wash)
Inkiibator (Stuart)

Coklu Karistirict (CAT S 20)

Vortex (CAT VM2)

vV V.V V V VYV VY

3.2. Yontem
3.2.1. is akis1 ve koordinasyon

Proje cercevesinde planlanan tiim calismalar Adnan Menderes Universitesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Veteriner Biyolojik

Uriinler Kontrol Boliimiinde yiiriitiilmiistiir.

3.2.2. Asilarin Hazirlanmasi ve Temini

Bu tez ¢alismasinda, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Veteriner Biyolojik Uriin
Kontrol Béliimiine, satisa esas kontrole gelen, 15 adet Clostridium chauvoei komponenti
iceren ve olas1 yalanci reaksiyonlarin tespiti i¢in 5 adet bu komponenti icermeyen farkli
marka ve serilerde 20 adet as1i, kobaylarin immunizasyonunda ve ELISA testinde

kullanilmistir.  Calismada kullanilan asilarin  igerikleri Tablo 3°de  gdsterilmistir.
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Tablo 3. Caligmada kullanilan asilarin aktif igerikleri

Ast| As1 | As1 | Ast | Ast | Ast | Asi|Ast|Ast| Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Ast | Asi
11213 (4|56 7|8]9]10 11 12 13 14 | 15 16 17 18 19 | 20
C. chauvoei X [ X[ X | X[ X[ X[ X|X|X| X X X X X X
C. perfringens Tip A X | X | X
C. perfringens Tip B XX | XX X | X X X X
C. haemolyticum XX | X
C. sordelli X | X | X X X X X X
C. Septicum X X X X X X X X X X X
C. novyi X1 X[ X | X[ X]|X]|X X | X X X X X
C. tetani X X X
C. botulinum X X X
Pasteurella <
multocida Tip A
Mannheimia X
haemolytica Tip 1
Bacillus anthracis X
E. coli X
J-5 E. coli X
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3.2.3. Kobaylarda Clostridium chauvoei Epruvasyon Testi

C. chauvoei potens testinde kobaylarin immunizasyonu, iiretici firmanin protokol

dosyasi esas alinarak yapilmaistir.

3.2.3.1. Clostridium chauvoei epruvasyon testi prosediirleri

Kobaylara 21-28 giin ara ile iki asilama yapilmstir. Ikinci asilamadan 12-14 giin sonra

asilanmis kobaylara ve kontrol grubu kobaylara, kalsiyum kloriir ilave edilmis viriilant C.

chauvoei spor siispansiyonundan, uygun dozda kas i¢i yolla enjekte edilmistir. Kontrol grubu

kobaylar 48-72 saat, asili kobaylar 5 giin stire ile gozlendi (Sekil 2) (EDQM 2017b).

10 deneme 5 21-28 giin sonra = 2.Asilamadan 12-14 giin sonra
kontrol kobayin —= 2. asilama asilanmig kobaylara ve kontrol
agilanmasi grubu kobaylara, kalsiyum

klor(ir ilave edilmis virilant
Clostridium chauvoei spor
stispansiyonunun verilmesi

"4

Kontrol grubu tiim kobaylar da
48-72 saat icinde 6lim
gozlenmelidir.

Asili kobaylar ise, 5 giin siire ile
gozlenmelidir.

Sekil 2: Clostridium chauvoei epruvasyon testi
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3.2.4. Enzim Bagh immunosorbent Analizi (ELISA)

Inaktive edilmis C. chauvoei bakterin asilarmin potensinin belirlenmesine yonelik
mikroorganizmanin flagellar protein miktarinin Sl¢iimiine dayanan indirekt double sandvig
ELISA prosediirii (Sekil 3) kullanilmistir. Asinin relatif potensi, referans bakterinin flagellar
protein miktar1 ile test edilen asidaki flagellar protein miktarinin kiyaslamasi yapilarak

belirlenmistir (Ludemann ve Hyde, 2015).

Substrat

(TMEN )
A

Enzim Honjugatianmig Antikor
Tespit (Detection) Antikaor

Artijen
Monaklonal kaplama (Capture) Antikor

Sekil-3: indirekt Double Sandvi¢ ELISA test prosediirii

3.2.4.1 Bakterinlerin ELISA testi icin hazirlanmasi ve antijen eliisyon islemi

Bakterinlerin ELISA prosediirii i¢cin hazirlanmasinda antijen eliisyon ve/veya
sonikasyon islemleri uygulanmistir. Bu prosesin amaci flagellar proteinlerin yakalanma
seviyesini artirmaktir. Ancak bazi bakterinler i¢in antijen eliisyon islemi ve sonikasyon islemi
gerekmeyebilir. Referans bakterin ve test bakterinlerin her birinin, antijen eliisyon islemi
ve/veya sonikasyon islemi, ayn1 prosediirle uygulanmistir (Ludemann ve Hyde 2015).

Antijen eliisyon isleminin etkinliginin tespiti i¢in bakterinler (bir seri), antijen eliisyon
islemli ve antijen eliisyon islemsiz olarak test edilmis, antijen eliisyon isleminin flagellar
proteinin yakalanmasii artirmadigi tespit edilen bakterinler i¢in, antijen eliisyon islemi
uygulanmamistir. Eliisyon islemi, aluminyum adjuvantli ve yag adjuvantli bakterinler i¢in

ayr1 ayri prosediirler halinde uygulanmaistir.
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3.2.4.1.1. Aluminyum adjuvanth bakterinler i¢in

Adjuvant olarak aliiminyum hidroksit igeren bakterinler sodyum sitrat ya da fosfat

buffer ile yikanmistir.

3.2.4.1.1.1. Sodyum sitratla yikama

10 ml bakterin igine 1 gr sodyum sitrat (Sigma) eklenir (10% w/v). 24 saat orbital
shaker (yaklasik olarak 120 rpm) iginde 35-37 °C’de bekletilmistir. Yikanmis bu bakterin,
dilue edilmemis olarak kabul edildi (Ludemann ve Hyde, 2015).

3.2.4.1.1.2. Fosfat buffer ile yikama

1 ml bakterin i¢ine 1 ml fosfat buffer katilir. 24 saat orbital shaker (yaklasik olarak
120 rpm) ig¢inde 35-37 °C’ de bekletilmistir. Yikanmis bu bakterin, % dilue olarak kabul
edildi. Baz1 bakterinler bu asamada sonikasyon islemine tabi tutulmustur (Ludemann ve

Hyde, 2015).

3.2.4.1.2. Yagh Adjuvanth Bakterinler I¢in

Iml 0.5% sodium desoxycholate ile 1 ml bakterin karistirilir. 24 saat orbital shaker

(yaklagik olarak 120 rpm) iginde 35-37 °C’ de bekletilmistir (Ludemann ve Hyde, 2015).

3.2.4.2. ELISA Testinin Yapihs1

a) Monoklonal antikor (MADb), tiretim lotunda belirtilmis olan dillisyon oraninda,
karbonatli kaplama buffer solusyonu icinde diliie edildi ve 96 gozlii F tabanli mikropleytin
(ThermoFisher Nunc MaxiSorp flat-bottom) tiim kuyucuguna 100 pl koyuldu. Mikropleyt,
pleyt sizdirmazlik bandi ile kapatildi ve karanlik ortamda, dakikada 80-120 rpm ¢alkalama
saglayan orbital shakera yerlestirilerek, 16 saat oda sicakliginda (20-25 °C) inkubasyona
birakildi.

b) Mikropleyt 300 pl/kuyucuk olacak sekilde 3 defa yikandi Mikropleytin tiim
kuyucuklarma 200 pl bloklama soliisyonu koyuldu ve 37 °C’de 75 dakika inkiibasyona
birakildi. Bloklama sonrasi fazla sivi uzaklastirildi. Mikropleyt bosaltildi.
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c¢) Mikropleyt 300 ul/kuyucuk olacak sekilde 3 defa yikandi.

d) Ayr1 bir U tabanli 96 gozlii mikropleytte test ve referans bakterinin 2 katli seri
diliisyonu yapildi (Sekil-4). Mikropleytin tiim kuyucularina 125 pl bloklama soliisyonu
konuldu. Her bir bakterine minimum 2 kolon kuyucuk ayrildi ve bu ayrilan 2 kolon
kuyucuklarimn ilk gozlerine 125 pl bakterin konuldu. Cok kanalli mikropipet ile bakterinlerin
iki katl1 diliisyonu yapildi. Her iki kolonun son kuyucuklar1 bakterin igermeyen blank olarak
ayrildi (Tablo-4). Iki katli diliisyonlar 7 seri olacak sekilde yapildi. Secilen bakterin
diliisyonlari, antijen miktarini (antijen yogunlugundan-azligina kadar) veren sigmoid egriyi

olusturacak sekilde ayarlandi.

125 ul
C—
125l 125ul  125ul  125pl  125pl  125u0 125l
2-1 2—2 2—4 2—8 2—16 2—32 2—64 2—128

Sekil-4: iki katl seri diliisyon yapilisi

e) Diliie edilmis olan bakterinler, test mikropleytinde belirlenmis olan ilgili
kuyucuklarma 100 ul/kuyucuk olacak sekilde aktarildi (Tablo 4). Pleyt kapatilarak 75 dakika
35-37 °C de inkiibe edildi.
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ASL-1 ASI2 ASI3

1/2 1/2 1/2 1/2 1/2 1/2

1/4 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

1/8 1/8 1/8 1/8 1/8 1/8

1/16 | /16| 1/16] 1/16] 1/16] 1/16

1/32 | 1/32| 1/32| 1/32| 1/32 | 1/32

1/64 | 1/64 | 1/64| 1/64] 1/64| 1/64

=B 2ol ol e el el e
=B 2o ol e el el e

1/128 | 1/128 | 1/128 | 1/128 | 1/128 | 1/128

BLK | BLK | BLK | BLK | BLK | BLK | BLK | BLK

Tablo-4. Asilarin ve referansin pleyte yerlestirilmesi

R: Referans BLK: Blank

f) Mikropleyt 300 ul/kuyucuk olacak sekilde 3 defa yikandi.

g) Tespit (Detection) antikoru, mevcut lot durumunda belirtilen diliisyon oraninda
bloklama soliisyonu ile diliie edildi ve mikropleytin tiim kuyucuguna 100 pl konuludu. Pleyt
kapatilarak 75 dakika 35-37 °C de inkiibe edildi.

h) Mikropleyt 300 pl/kuyucuk olacak sekilde 3 defa yikandi.

1) Anti-rabbit horseradish peroksidaz konjugat iiretici firmanin belirledigi diliisyon
oraninda diliie edildi ve mikropleytin tiim kuyucuguna 100 pl aktarim yapildi. Pleyt
kapatilarak 75 dakika 35-37 °C de inkiibe edildi.

J) Konjugatin inkiibasyonu siiresince TMB sisesinin oda sicakligina gelmesi beklendi.

k) Mikropleytin tiim kuyucuguna 100ul TMB substrat solusyonundan konuldu. Oda
sicakliginda 10-30 dk inkube edildi.

1) Mikropleytin tim kuyucuguna 100ul stop soliisyon konuldu.

ELISA da 450 nm dalga boyunda okutuldu. Blank kuyucuklarinin absorbans degeri
hesaplandi. Hesaplanan blank kuyucuklarimin absorbans degeri ile bakterin test
kuyucuklarinin absorbans degerlerinin bilgisayarda GEN 5 programi (3.0.2 numarali siiriim)
kullanilarak relatif potens hesaplamasi yapildi. Relatif potens, benzer yapida olan iki 6rnegin
belirli bir 6zelliginin birbirleriyle karsilastirilmasi temeline dayanmakta olup, bu amagla test

ornegi kabul limiti belirlenmis ayn1 antijen igerigine sahip referans as1 ile kiyaslanmigtir.
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3.2.5. Referans Asinin Olusturulmasi

Referans iiriiniin, bir as1 serisi, sadece bakteri, bu bakterilerin alt {initesini i¢ceren saf
bir {iriin veya adjuvantlanmamis mikroorganizma kiiltlirlinden olusabilecegi bilinmektedir
(Karli ve Rippke, 2015). Referans ast olusturulmasi DeHaven (2003)’e gore yapilmistir.
Asmin PBS igerisinde on seri iki katli diliisyonlar yapildi. Bu diliisyonlarin her biri, 5 adet
kobaya, iirliniin final {iriin kontrol testlerinde, kobaylar i¢in belirtilen uygulama yolu ve
dozunda verildi. Immunize edilen kobaylarin diginda 5 adet kobay da kontrol olarak tutuldu.
Kobaylarin immunizasyonundan sonra, asili ve kontrol kobay gruplar viriilant C. chauvoei
spor siispansiyonu (100 LDsg) ile epriive edilerek 5 giin siire ile gozlendi. Her bir seri
dilusyon grubundaki kobaylarin sag kalanlar1 dikkate alinarak, asinin koruyucu doz 50 degeri
(PDsp) Reed and Muench yontemine gore belirlendi (Ramakrishnan, 2016). Uluslararasi
monograflarda (USDA APHIS, 2017a, EDQM 2017b) C. chauvoei asilarinin % 87,5-100
oraninda koruma saglamasi beklenmektedir Bu dogrultuda asinin PDsy degeri bulunan
dilusyon noktasindan, asili kobaylar1 % 100 koruyan bir iist dilusyon noktas1 referans antijen

miktar1 olarak belirlenmistir.

3.2.6. Test Sonuclarimn Istatistiki Hesaplanmasi ve Yorumlanmasi

ELISA prosediiriinde sonuglarin referans ile karsilastirilmas: ve relatif potensin
hesaplanmasinda 4 parametreli paralel dogru analizi kullanildi (Karli ve Rippke, 2015;
Ludemann ve Hyde, 2015). Relatif potens degeri > 1,0 olanlar {irlinlerin gegme kriterlerini
karsiladig1 kabul edildi. Limit degerden diisiik olarak bulunan asilar bagimsiz olarak 2 defa
test edildi.

ELISA ve epruvasyon test sonuglari arasindaki korelasyon (her iki testte de gecer
kriterleri karsilayan asilara 1, karsilamayan asilara O verilerek) Pearson Korelasyon Katsayisi
yontemi (cift yonlii) ile IBM SPSS Istatistik Programi kullanilarak hesaplandi. Ayni ¢alisma
giintindeki ¢ift 6rnekler arasindaki pleyt i¢i varyasyon ile farkli giinlerde 6 6rnegin 6 tekrarlt
calisilmast ile belirlenen pleytler arasi varyasyonun bulunmasinda relatif standart sapma
(varyasyon katsayisi, CV) kullanilmistir (Tiirkbal, 2011). Ayrica referans kabul edilen
epruvasyon prosediiriine gore ELISA metodunun spesifite, sensitivite, pozitif ve negatif

sapma orani ile relatif dogruluk orani belirlenmistir (Duygu ve Udoh, 2017).
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4. BULGULAR

Bu arastirmada polivalan ya da monovalan karakterde C. chauvoei igeren 15 adet asi
ile olas1 yalanci pozitif reaksiyonlarin gozlenebilmesi i¢in bu mikroorganizmayi i¢cermeyen,
ancak ayni adjuvant ve iiretim teknolojisi ile iiretilmis farkli klostridial komponentlerden
olusan 3 adet klostridial as1 yaninda Clostridia tiiriinde mikroorganizma bulunmayan 2 adet
as1 kullanilmistir. Asilarin etkinligi iki farkli prosediir ile test edilmistir. Bunlardan birincisi
as1 ile immunize edilen deneme hayvanlarima belli konsantrasyonda patojen
mikroorganizmanin verilmesi ile hayvanlardaki spesifik semptomlarin ya da letalitenin
degerlendirilmesine dayanan epruvasyon prosediirii, bir digeri ise herhangi bir immunizasyon
prosediirii uygulanmaksizin as1 i¢indeki flagelllar antijen konsantrasyonun, monospesifik
antikorlar kullanilarak 6l¢iilmesi temeline dayanan ELISA prosediiriidiir. Her iki metot ile

alinan sonuclar agagida 6zetlenmistir.

4.1. Kobay Epruvasyon Testi Bulgular:

Tablo 5°te belirtildigi ve beklendigi gibi, Yanikara asilarinin kontroliinde standart
metot olan kobay epruvasyon testinde; tim C. chauvoei igeren asilarin gecme kriterlerini
karsiladigi, bu komponentin bulunmadigi asilarin ise herhangi bir koruyucu vasif
sergilemedigi gozlenmistir. C. chauvoei bulunan agilarda koruyucu yanit %90 ile %100
arasinda (4 adet asida %90, 11 adet asida %100 koruma) seyretmistir. Asili gruplarda
gozlemlere 5 giin siiresince devam edilmistir. Kontrol grubu kobaylarda patojen
mikroorganizmanin verilmesinden sonraki 48 saat iginde tiim hayvanlarda 6liim goriilmiistiir.
C. chauvoei igermeyen asilarla immunize edilmis kobaylarda da kontrol grubundakilere

benzer sekilde 48 saat icinde letalite bulgusu gelismistir.
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Tablo 5: C. chauvoei komponenti iceren asilarin Epruvasyon ve ELISA test sonuglari

KOBAY EPRUVASYON TESTi

Kontrol Kobay Deneme Kobay ELISA TESTI
= 4 o Koruyuculuk
Canli Oli Canli Oli
Asi-1 0 5 10 0 % 100 5,245
As1-2 0 5 10 0 % 100 3,872
As1-3 0 5 9 1 % 90 5,438
As1-4 0 5 10 0 % 100 1,109
As1-5 0 5 10 0 % 100 1,907
As1-6 0 5 9 1 % 90 1,226
As1-7 0 5 10 0 % 100 1,152
As$1-8 0 5 10 0 % 100 0,037
As$1-9 0 5 9 1 % 90 1,801
As1-10 0 5 10 0 % 100 1,020
Asi1-11 0 5 9 1 % 90 1,068
As1-12 0 5 10 0 % 100 1,078
As1-13 0 5 10 0 % 100 2,791
As1-14 0 5 9 1 % 90 1,479
As1-15 0 5 10 0 % 100 2,037
As1-16 0 5 0 10 % 0 0,032
As1-17 0 5 0 10 %0 0,031
As1-18 0 5 0 10 %0 0,055
As1-19 0 5 0 10 %0 0,020
As1-20 0 5 0 10 %0 0,036
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4.2. ELISA Bulgulan

ELISA yontemi olarak indirekt double sandvi¢ ELISA prosediirii kullanilmistir.
Pleytler monoklonal antikorla kaplanmis, takiben antijen buna baglanarak sirasiyla poliklonal
tespit antikoru, peroksidaz isaretli IgG ve substrat ile reaksiyon goriiniir hale getirilmistir.
ELISA prosediirii uygulanmadan 6nce metot optimizasyon ve antijen eliisyon islemleri
yapilmistir. Bu calismalar sirasinda farkli karakterdeki biyolojik triinlerin farkli eliisyon
prosediirlerine (sodyum sitratla muamele, fosfat bufferla yikama, sonikasyon islemi gibi)
degisik yanitlar verdigi goriilmiis ve iiriinlere 6zgii en iyi yanitlarin alindig1 antijen ayristirma
prosediirleri belirlenmistir. Ayrica PDs, ¢alismasi ile seri diliisyonlar1 yapilan bir {iriiniin
epruvasyon testinde protektif yanit gésterdigi en diislik antijen konsantrasyonu belirlenmis ve
bu {irlin ELISA prosediiriinde relatif potensin belirlenmesinde referans as1 olarak
kullanilmistir. Sekil-5’de referans kabul edilen asiya ait seri diliisyon noktalarinda elde edilen
OD sonuglar1 esas alinarak olusturulan referans egri goriilmektedir. Referans iiriinde doza
bagli yanit; maksimum (iist asimptot) ve minimum (alt asimptot) aralik icinde diliisyon
katsayis1 oraninda giderek lineer bir azalma gostermistir (Sekil 5). Referans egri her ¢alisma

pleytinde ayr1 olarak olusturulmustur.
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Sekil 5: Referans agiya ait grafik

Uygulanan ELISA prosediirii ile referans ve test 6rneklerinin ayni anda islem gordiigii

pleytlerden (Resim 1) alinan OD sonuglari iizerinden relatif potens degerleri hesaplanmistir.
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BLANK

Minimum protektif antijen icerigine sahip oldugu kabul edilen referans {irline gore, test
orneklerinin antijen igerigini ortaya koyan ve potensin degerlendirilmesinde doz yanit iligkisi
temeline dayanan matematiksel bir parametre olan relatif potens sonuglari; calisan tiim
ornekler (pozitif ya da negatif test 6rnekler) i¢in Tablo 5°de gosterilmistir. Ayrica C. chauvoei
iceren asilarin relatif potens sonuglarinin kabul kriterine (RP>1) gore dagilimi Sekil 6’daki
grafikte gosterilmektedir. Tablo 5 ve Sekil 6’daki verilerden de anlasilacag: gibi, C. chauvoei
komponenti iceren ve epruvasyon testi ile gecer sonu¢ veren 15 adet aginin 14’iinde RP>1

bulunmus, 1 adet as1 ise ELISA prosediirii kabul kriterini (RP>1 olmas1) karsilamamastir.

Resim 1: Referans ve test ornekleri tizerindeki sonuglart gosteren bir ELISA pleyti

Referans Asi-1 As1-2 As1-3 BOS

C. chauvoei hari¢ diger Clostridia tiirlerini iceren asilar ile Clostridia tiirlerini
icermeyen asilarin tiimiinde flagellar monoklonal antikora spesifik yalanci reaksiyon
alinmamis ve bunun sonucu negatif asilarin timiinde relatif potens sifira yakin bulunmustur.

Kabul limitini karsilayan pozitif asilarda relatif potens degerleri 1,020 ile 5,438 arasinda
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seyretmistir (Tablo 5, Sekil 6). Kabul limiti iizerinde sonu¢ veren asilardan relatif potens
degeri yiiksek (RP: 5,438) ve diisiik (RP: 1,020) birer as1 6rnegine ait test sonucunun referans
astya gore kiyaslanmasini gosteren relatif potens egri grafigi sirasiyla Sekil 7 ve Sekil 8’de
verilmistir. Relatif potens degeri biiyilidiikkge referans ve test 6rnegine ait egriler arasindaki
horizantal aralik (h) biiyiimektedir. Kabul limitini karsilamayan asilara ait relatif potens egrisi
ornekleri Sekil 9 ve Sekil 10°da bulunmaktadir. Bu sekillerden de goriilecegi gibi, negatif
orneklerde (RP<1) test numunesine ait sonug, referansa benzer sekilde sigmoid bir egri

olusturmamakta, diliisyon noktalarinda yatay bir seyir izlemektedir.
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Sekil-6: Calismada kullanilan asilarin RP sonuglarinin dagilimi

Her iki test metodu ile de, test kabul kriterini karsilayan oOrneklere 1 (bir),
karsilamayan orneklere 0 (sifir) verildiginde, iki metot ile alinan pozitif ve negatif sonuglarin

birbirine korelasyonu kuvvetli (r=0,8819) olarak bulunmustur.
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Sekil 8: Disiik relatif potense sahip bir astya ait grafik
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Negatif Ornek
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Sekil 9: C. chauvoei komponenti igermeyen klostridial asiya ait grafik
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Sekil 10: Klostridial komponent igermeyen inaktif bir asiya ait grafik
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4.3. Pre-Validasyon Verileri

Calisilan 20 6rnek tizerinde (15 adedi C. chauvoei komponenti igeren, 5 tanesi

icermeyen) ELISA metoduyla alinan dogru ve yanlis sonuglar Tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo 6: ELISA testi dogru ve yanlis cevap dagilimi

ELISA Test Sonuglari
Gercek Durum Pozitif Negatif Toplam
Pozitif DP (14) YN (1) DP+YN (15)
Negatif YP (0) DN (5) YP+DN (5)
Toplam DP+YP (14) DN+YN (6)

DP: Dogru pozitif, YN: Yanlis negatif, YP: Yanlis pozitif, DN: Dogru negatif

4.3.1 Sensitivite (Duyarhhk)

C. chauvoei iceren ve kobay epruvasyon testi ile protektif yanit gdsteren 15 adet
asidan 1’1 ELISA prosediirii ile yanhs negatif sonu¢ vermistir. ELISA prosediiriiniin
sensitivitesi (dogru pozitif analiz sayisinin, pozitif sonuglarin toplamina orani) %93,33 olarak

belirlenmistir. Negatif sapma (yanlis negatif cevap orani) %6,67’ye karsilik gelmektedir.

4.3.2 Spesifite (Ozgiilliik)

C. chauvoei komponenti i¢cermeyen ve dogal olarak, epruvasyon testinde protektif
yanit vermeyen asilarin tiimiinde ELISA testi ile yanlis pozitif reaksiyon (pozitif sapma)
gozlenmemistir, bu nedenle dogru negatif analiz sayisinin negatif sonuglarin toplamina

oranini ifade eden spesifite %100 olarak belirlenmistir.

4.3.3. Relatif Dogruluk (Efektiflik)

ELISA ile ¢alisilan 6rnekler iizerinde alternatif metotla elde edilen pozitif ve negatif
dogru sonug¢ sayisinin toplam Ornek sayisina oranmi ifade eden relatif dogruluk oram

arastirmada %95 olarak bulunmustur.
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4.3.4. Tekrarlanabilirlik

Veri setinden secilmis 6 farkli iirliniin farkli zamanlarda cift Ornekler halinde
calisilmasi sonucunda; ayn1 giinde, ayn1 pleyt iizerinde ¢alisilan ¢ift drneklerin kendi igindeki
OD degerleri arasindaki varyasyon katsayisi (relatif standart sapma yiizdesi) ¢alisilan tiim
zamanlarda genel olarak %10’un altinda bulunmustur. Sadece 1 g¢alismada (36 ¢alisma
icinden) % 11,375 varyasyon alinmistir. Calisilan 6rneklere gore alinan en yiiksek pleyt ici
varyasyon diizeyleri (% CV) Tablo 7’te 6zetlenmistir (Crowthwer, 2009; Arslan ve ark,
2015).

Tablo-7: ELISA prosediiriinde pleyt i¢i OD varyasyon katsayist (% CV)

% CV Val-1 Val-2 Val-3 Val-4 Val-5 Val-6

1giin %4,562 | %5,557 | %3.238 | %3.513 | %5,131 | %1,180
2.giin %11,375 | %3,873 | %3,015 | %2,463 | %6,818 | %4.,441
3.giin %38,686 | %0,922 | %4,313 | %4,625 | %1,756 | %8,686
4.giin %4,625 | %5,504 | %0,591 | %6,973 | %1,157 | %4,313
5.giin %6,062 | %7,912 | %2,338 | %1,696 | %1,252 | %1,495
6.giin %5,891 | %3,873 | %4313 | %]1,181 | %1,696 | %6.,267

4.3.5 Tekrar Uretilebilirlik

Bu caligmadaki tekrar iiretilebilirligin ortaya konmasi amaciyla C. chauvoei igeren 6
ornek, 6 farkli zamanda (gilinde) referans iirlinle birlikte test edilmis ve relatif potens degerleri
belirlenmistir. Aym1 6rnegin farkli giinlerdeki hesaplanan relatif potens sonuclar1 dikkate
alinarak, sonuclar arasindaki varyasyon katsayist belirlenmistir (Tablo 8). Bir 6rnek harig¢ (ki
bu Ornekte varyasyon katsayist %21 dolayinda seyretmistir) genelde %15’in altinda bir

varyasyon elde edilmistir (Crowthwer, 2009; Arslan ve ark, 2015).
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Tablo-8: C. chauvoei ELISA metodunun tekrarli 6l¢timlerindeki varyasyon katsayisi (% CV)

Val-1 Val-2 Val-3 Val-4 Val-5 Val-6

1.giin 5,660 1,689 4,237 2,232 1,798 4,642
2.giin 5,640 1,453 3,627 3,183 1,748 5,078
3.giin 5,961 2,202 4,147 2,858 2,213 4,187
4.giin 5,612 1,374 4,386 3,298 1,752 4,741
5.giin 4,936 1,284 3,070 2,900 1,792 3,814
6.giin 5,401 1,405 3,964 3,462 2,350 4,533
Ortalama| 5,535 1,429 4,0555 3,0415 1,795 4,5875
% CV %11,8 % 21,6 | %124 | % 14,6 | % 13,7 % 9,8
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5. TARTISMA

Yanikara hastaligi basta sigir ve koyun olmak iizere cesitli hayvan tiirlerinde
ekonomik kayiplara neden olan son derece dnemli bir hastaliktir. Hastalig1 etkeni olan C.
chauvoei gram pozitif hareketli spor olusturabilen anaerobik bir bakteridir. Yanikara tiim
diinyada yaygin bir hastaliktir. Zoonotik olmamasina ragmen sporadik insan enfeksiyonlarinin
gorildiigi bildirilmistir (Nagano ve ark, 2008; Weatherhead ve Tweardy, 2012). Tipik olarak
enfeksiyon, ¢izgili ve kalp kaslarinda miyelonekroza neden olarak perakut Oliim ile
karakterizedir. Sigirlarda hastalik travmatik olmayan endojen bir enfeksiyon olarak ortaya
¢ikmaktadir. (Hatheway, 1990). C. chauvoei sigir ve koyunlar yaninda geyik, domuz, at, deve
kusu, kedi ve kopek gibi tiirlerden hastalik etkeni olarak izole edilmistir. Tavsan, fare ve
giivercin ise bu hastaliga kars1 direngli tlirlendendir (Useh ve ark, 2006b).

Hastaligin hizli seyir gostermesi ve yiiksek oranda Oliime yol agmasi nedeniyle
hastalikla miicadelede pratikte, tedavi hekimliginden ziyade koruyucu hekimlik Onem
kazanmaktadir. Koruyucu hekimlik uygulamalar1 arasinda ise; hijyen kurallarinin
uygulanmasi, bakim ve besleme kosullarinin 1iyilestirilmesi, asepsi ve antisepsi
uygulamalarindan Gte, hastaligin patogenezisinde kontamine meralarin rol oynamasi
nedeniyle asilamalar 6ne ¢ikmaktadir. Glinlimiizde Yanikara hastaligindan korunmada inaktif
karakterde tiim mikroorganizma govdesini ve/veya flagellar antijenleri iceren bakterin asilar
kullanilmaktadir. Agilar genellikle ilk uygulamada iki doz halinde uygulanmakta, sonra her yil
tekrarlanan tek bir booster doz ile bagisikligin devami saglanmaktadir. Hastaligin yogun
gortldiigli bolgelerde asilamanin 6 ayda bir yapilmasi da onerilmektedir. As1 uygulamasi
Yanikara hastalifindan korunmada tiim ruminant tiirlerinde iyi sonuglar vermektedir. Bu
nedenle lilkemizde de farkli klostridial enfeksiyonlara yonelik monovalan ya da degisken
kombinasyonlar halinde polivalan nitelikte C. chauvoei igeren asilar yaygin olarak
kullanilmaktadir (Songer ve Post, 2012; Markey ve ark, 2013).Glinlimiizde C. chauvoei
asilarinin potensinin belirlenmesi; immunize edilen hayvanlarda patojen kiiltiirle epruvasyon
uygulanmas1 prensibine bagli in vivo bir metota dayanmaktadir. (EDQM, 2017b, USDA
APHIS, 2017a). Bu amagcla kobaylarin kullanilabilecegi Crichton ve arkadaslari (1986)
tarafindan gosterilmistir. Bu arastirmacilar tarafindan; C. chauvoei komponenti igeren 5
komponentli 12 ticari klostridial as1, es zamanli olarak koyun ve kobaylarda test edilmis,
kontrollii olarak yapilan epruvasyon testlerinde, iki tlirlin immunojenik yanitinin oldukca

anlamli bir korelasyon gosterdigi (= 0,720) tespit edilmistir. Calisma sonucunda kobay

37



laboratuvar hayvani modelinin, Yanikara antijeni i¢eren asilarin potens denemeleri i¢in uygun
olacagl sonucuna varilmistir. Bu test immunizasyon ve epruvasyon prosediirleri sirasinda
uzun zaman gereksinimi duyulan, ¢ok sayida deney hayvani kullanimia bagli bir test
(yontem) olup, test sonuglarinin degerlendirilmesi deney hayvanlarindaki letalite ya da
spesifik semptomlarin gozlenmesi prensibine dayanmaktadir. Standart bir metot olmakla
birlikte, bu karakterdeki tiim test metotlarinda oldugu gibi, test siiresinin uzun olmasi, ¢ok
sayida deney hayvam kullanimina ihtiya¢ duyulmasi, hayvanlarin bireysel kondiisyonlarmin
test sonuglarin1 etkileyebilmesi ve hayvan refahi yaklasimlari agisindan kabul gérmeyen
prosediirler arasinda bulunmalart nedeniyle uygulamada alternatif yaklagimlar 6nem
kazanmaktadir.

Hayvan refahi konusunda giderek 6énem kazanan bu yaklagimlar; alternatif metotlarin
uygulamaya aktarilarak yaygin deney hayvani kullanimi olmaksizin, asilarin potensinin
belirlenmesinde, alternatif in vitro prosediirlerin arastirildig1 bir anlayisin ortaya ¢ikmasini ve
gelisimini tetiklemistir. Bu yaklasim 3R konsepti (refinement, reduction, replacement) olarak
bilinir, hayvansal prosediirlerin kaldirilmasi, hayvan sayilarinin azaltilmast ve hayvan
modellerinin in vitro metotlarla yer degistirmesini kapsamaktadir (Erbas ve Kaya, 2011;
Hendriksen, 2009; Hill, 2011; Kulpa-Eddy ve ark, 2011; Stokes ve ark, 2011). Bu konseptin
uygulanmasi yoniindeki kararlilik, yetkili otoriteler ve endiistriyel uygulayicilar diizeyinde de
yaygin destek gormiistiir. Alternatif metotlarin gelistirilmesi ve validasyonlarinin yapilmasi
konusunda basta EDQM (Avrupa Ilag Kalite ve Saglik Hizmetleri Direktérliigii) olmak iizere
cesitli uluslararasi diinya saglik kuruluslarinin destekledigi calistay, sempozyum ve isbirligi
caligmalar1 yiirtitiilmiis, yasal cerceveyi diizenleyen degisiklikler yapilmistir (EDQM, 2008;
Romberg ve ark, 2011). Hayvan deneylerine alternatif testlerin kullanilmas1 amaciyla Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) isbirligi ile AB i¢inde Avrupa
Alternatif Metotlarin Validasyonu Merkezi (ECVAM) kurulmasi saglanmistir. ECVAM
alternatif metotlar konusunda c¢aligmalar yaparak bilim adamlari, Ulusal Kontrol
Laboratuvarlar, liretici firmalar arasinda koordinasyonu saglamistir (EDQM, 2008).

Alternatif metodolojilerin gelistirilmesi konusunda 6zellikle veteriner sahada Kuduz,
Pastorelloz, Leptospiroz Sap, klostridial ve Newecastle asilart Oncelikli konular iginde
degerlendirilmistir (Wood, 1991; Stokes ve ark, 2011; Salama ve ark, 2014; Sigoillot-Claude
ve ark, 2015; Chabaud-Riou ve ark, 2017). Bu metotlar i¢inde; immunize edilmis hayvanlarin
serum Orneklerinde ELISA prosediirleri, hiicre kiiltiiriinde yapilan serolojik tabanli ¢aligmalar
ile asidaki hiicresel ya da flagellar antijen miktarinin 6l¢iilmesine yonelik immunokimyasal

metotlar kullanmilmistir (Stokes ve ark, 2011). Ozellikle antijen igeriginin tayinine ve
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belirlenen antijen miktarinin referans bir iiriinle kiyaslanarak relatif potensin tespitine yonelik
gelistirilen metotlar deney hayvani kullanimi1 yaninda, immunizasyon siirecine olan
gereksinimi de ortadan kaldirmakta olmasi nedeniyle olduk¢a 6nemli avantajlar1 beraberinde
getirmektedir. Bu bakimdan yiiriitilen bu c¢alisma, hem Oncelikli alanlar i¢inde yer alan
klostridial as1 suslarindan C. chauvoei’yi kapsamasi, hem de immunizasyon ve deneme
hayvani gereksinimini ortadan kaldiracak alternatif bir prosediiriin uygulanabilirliginin
arastirilmasi acisindan deger tasimaktadir.

Clostridia tiirleri, C. perfringens hari¢ somatik antijen yaninda, flagellar antijen igerir
(Arda ve ark, 1999). C. chauvoei’nin flagellar antijenlerinin protektif yanitta 6nemli oldugu
ve immun yanit mekanizmalarin1 harekete gecirdigi bilinmektedir (Tamura ve ark, 1984;
Tanaka ve ark, 1987). Korumada rol oynayan epitoplar tiir spesifik olup, flagellar
filamentlerin yiizeyinde sergilenmektedir (Tamura ve ark, 1992). Farelerde nonflagellar
mutant C. chauvoie suslarinin flagellar parent suslardan 100 kat daha az koruyucu
immunojenite gosterdigi goriilmistiir (Tamura ve Tanaka, 1984). Bu nedenle kismen ya da
tamamen purifiye edilmis flagellar antijenlerin si8ir ve koyunlarda Yanikaraya karsi asi
hazirlamada kullanildig1 bilinmektedir. C. chauvoei flagellar epitoplarina kars1 hazirlanmis
monoklonal antikorlar, flagellar antijenlerin ELISA ile ortaya konulmasinda kullanilmaktadir
(Tanaka ve ark, 1987). Bu bakimdan C. chauvoei’ye karst koruyucu yanitin 6lgiilmesinde,
s0z konusu yanitin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan flagellar antijen miktarinin belirlenmesi
onemli oldugundan, arastirmamizda ELISA pleytlerinin kaplanmasinda C. chauvoei flagellar
proteinine spesifik monoklonal antikorlar (IgG) kullanilmistir.

Relatif potens, komperatif ¢alismalarda énemli bir kavramdir. Ozellikle Toksikolojide
doz yanit caligmalarinda ve immunolojik iirlinlerin bilinen bir iriine goére etkinliginin
degerlendirilmesinde relatif potens ¢ok kullanilir. Buradaki temel yaklagim bir {irlinlin doz ya
da potensinin, diger iirlinlin esik kabul edilen doz veya potensi esas almarak esdeger bir
dontisiim araciligr ile hesaplanmasidir. Bu anlamda relatif potens, doza bagli yanit1 ortaya
koyan tipik bir matematiksel parametredir. Her bir test drneginin referansa benzer sekilde
dilue edilmesiyle, diliisyon noktalarinda alinan yanitin referansa benzer bir egim ile sabit bir
oranda degisimi klasik relatif potens kavramini olusturur. Bu hesaplama; egim orani
analizleri, paralel dogru analizleri veya benzer sigmoid egri analizleri ile ortaya konur (Siev,
1997; Dinse ve Umbach, 2011). Bu arastirmada relatif potensin hesaplanmasinda paralel
dogru analizi, dort parametreli lojistik egri modeli kullanilmistir. Dort parametreli lojistik
regresyon kompleks biyolojik sistemler icin daha uygun bir model olup, ELISA veri
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Karli ve Rippke, 2015). Relatif potens serbest
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birakma limiti RP>1 olarak alinmistir. Bu diizey; %95 giiven diizeyinde 0,95-1,05 acikliginda
bir aralig1 tanimlamaktadir.

Avrupa Farmakope (EDQM, 2008; EDQM, 2017a) biyolojik iiriinlerin potens
testlerinde uygun bir immunositokimyasal ya da hiicre kiiltiirii metodunun kullanilabilecegini
belirtmektedir. Antijenlerin antikorlarla segici (selektif), geriye doniistimlii (reverzibl) ve
kovalent olmayan (non-kovalent) bir sekilde baglanmasini esas alan immunositokimyasal
metotlar antijen ya da antikorlar saptamak ya da miktarini 6l¢mek i¢in kullanilmakta, bu
amacla antijen-antikor kompleksi olusturularak, olusan kompleksin miktari ¢esitli prosediirler
ile belirlenebilmektedir. Bu tiir metotlarin; laboratuvar kosullarinda uygulanabilmesi, kolay
standardize edilebilmesi, hayvan kullanimini azaltmasi ya da tamamen ortadan kaldirmasi, in
vivo prosediirlerdeki test hayvanlarinin biyolojik durumlarindan kaynaklanan belirsizliklerin
bertaraf edilmesi, uygulama ve is giicli kolaylig1 ile test siirelerinin kisaltilmas1 gibi cesitli
avantajlar1 oldugu bilinmektedir. Bu avantajlar ile hayvan refah1 konusundaki giderek artan
hassasiyet; asilarin potensinin belirlenmesinde alternatif metotlarin uygulamaya aktariimasi
konusundaki gelisimi tetiklemistir. Son yillarda artan endiistriyel iiretim, iiriin ¢esitliligi,
kalite anlayis1 ve kontrol siireclerinin kisaltilmasina yonelik politikalar da hayvansal modeller
lizerinde yapilan in-vivo testlere alternatif serolojik tabanli testler ve hiicre kiiltiirlerinin
kullanimin1 esas alan in-vitro metot gelistirme c¢alismalarini hizlandirmistir. (Hendriksen,
2009; Hill, 2011; Erbas ve Kaya, 2011). Ancak bu metotlarin uygulamaya aktarilmadan 6nce
gegcerliliginin kanitlanmis olmasi gerekmektedir. Validasyon nitelikleri olarak farmakopede;
antijen ya da antikorun standart ve test 6rnekleri arasinda onemli bir farklilik yaratmamasi,
matriksten etkilenmemesi, kabul kriterinin altinda tespit limitine sahip olmasi, sonuglardaki
varyansa isaret eden analiz kesinliginin beklenen gereklilikleri karsilamasi ve sistematik
hataya neden olmaksizin analizlerin uygulanabilmesi tanimlanmaktadir. Bu amagcla analizin
en az 3 defa tekrarlanmas1 ve 3 farkli diliisyonda calisilmasi Onerilmekte, analizlerin rasgele
yapilmasi, test Orneklerinin standart orneklerde oldugu gibi islem gormesi ve sonuglarin
uygun istatistiksel yontemler ile degerlendirilmesi beklenmektedir (EDQM, 2017a). Benzer
sekilde; USDA Veteriner Biyolojik Merkezinin (CVB) C. chauvoei igeren iiriinlerin in vitro
seri serbest birakma potens testleri ile ilgili kilavuzunda da ELISA testlerinin minimum 2
operator tarafindan, 3 seride 3 tekrarli caligma (toplam 18 test) ile valide edilmesi, spesifite,
tekrarlanabilirlik, korelasyon verileri ile onerilen serbest birakma limitindeki antijen icerigine
kars1 doz-yanit iligkisinin gosterimi onerilmektedir (USDA APHIS, 2017b). Bu arastirma da,
uygulanan ELISA metodunun 6n gecerliliginin (prevalidasyon) belirlenmesi amaciyla;

yalanci pozitif reaksiyonlar i¢in ayrica test edilen negatif 6rnekler (ki bunlar; ayn1 ya da farkl
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grup mikroorganizmalar1 barindiran biyolojik {riinlerden hazirlanmistir) harig, farkli
konsantrasyonda 6 farkli 6rnek, esik diizeyde antijen igeren referans iiriin ile birlikte, 6 farkl
zamanda, her pleytte cift calisma seklinde tekrarlanarak (toplam 72 test) yiiriitilmiistiir.
Analizler rastgele bir sirada yapilmis, her pleytte 6rneklerle birlikte referans kabul edilen {iriin
ayn1 zamanda ve aymi sekilde islem gormiistiir. ELISA prosediiriiniin spesifite, sensitivite,
relatif dogruluk, tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik verileri yaninda, minimum antijen
icerigine sahip referansa gore alinan doz yanit iliskisinin degerlendirilmesini de kapsayacak
sekilde epruvasyon testine gore korelasyonu (basarili ve basarisiz serilerin karsilastirilmasi)
gosterilmis ve sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu yaklasim uluslararasi
standartlardaki (DeHaven, 2003; Ludemann ve Hyde, 2015; EDQM, 2017a; USDA APHIS,
2017b) gereksinimlerle ortiismektedir.

Avrupa Alternatif Metotlarin Validasyonu Merkezi (ECVAM) yeni metotlarin
degerlendirilmesi ve uygulamaya aktarilmasinda; test gelistirme, prevalidasyon, validasyon,
bagimsiz degerlendirme ve diizenleyici otorite tarafindan onay verilmesi seklinde 5 evre
tanimlamig, bunlardan prevalidasyon asamasinin yeni bir metodun karakterizasyonunda
onemli bir bilesen oldugu, calisilan laboratuvarda metot optimizasyonunun saglanmasi ve
performansinin ortaya koyulmasi ile metodun saglamligi, tekrarlanabilirligi ve spesifikliginin
gozlenmesi agisindan degerli oldugu belirtilmistir (Curren ve ark, 1995). Bu agidan dikkate
alindiginda, yiiriitiilen bu arastirma, yeni metotlarla ilgili ECVAM tarafindan ifade edildigi
gibi, C. chauvoei asilarinin flagellar antijen miktarinin belirlenmesi ve referans bir agiya gore
relatif potensinin hesaplanmasina dayanan alternatif ELISA prosediiriiniin prevalidasyonuna
karsilik gelmekte olup, laboratuvar sartlarinda metodun uygulanabilirligi, standart prosediire
esdegerliligi, ayn1 orneklerde benzer sonuglarin alinabilme yetenegi ve optimizasyonundaki
hususlarin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Yirtitilen bu arasgtirma metot optimizasyonu yoniinden iki hususun Onemli
olabilecegine isaret etmektedir. Birincisi referans asinin  olusturulmasit  ve
karakterizasyonundaki giicliiklerdir. Referans asi, epruvasyon testi ile gecer sonug¢ veren
minimum antijen igerigine sahip Urlini ifade ettiginden (DeHaven, 2003), test edilen
orneklerdeki flagellar antijen miktarinin kabul edilebilir sinirlarda olup olmadigr dogrudan
belirlenen referans {irline baglidir. Ancak farkli ticari firmalara ait, farkli kombinasyon ve
iretim teknolojisi ile iiretilmis, ayrica farkli karakterde ve miktarda degisik adjuvantlama
prosediirlerinden ge¢mis flriinlerde, bu olast faktdrlere bagli olarak ELISA prosediiriinde
birbirine gore tiniformite gdstermeyen farkli sonuglar verebildigi gézlenmistir. Elde ettigimiz

bu bulgu; USDA Veteriner Biyolojik Merkezinin (CVB) ilgili kilavuzunda kritik kontrol
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noktas1 olarak verilen referans ve test serilerinin ayni adjuvant ile adjuvantlanmis ve hatta
ideal olarak da, ayni iiretim hattinda iiretilmis irtinler olmas1 gerekliligini dogrulamaktadir
(Ludemann ve Hyde, 2015). Bu nedenle standart tek bir referans iiriin olusturulamadig:
durumda, ayni ticari isimli liriiniin epruvasyon testi ile minimal antijen igerigi ortaya konmus
bir referans ile test edilmesi 6nem gostermektedir. Bir diger husus antijenin saflastirilmast ve
adjuvanttan ayrilmast i¢in kullanilan eliisyon prosediirii ve ticari iiriinlerin buna verdigi
yanitlardaki degiskenliktir. Baz1 bakterinler antijen eliisyon islemine ihtiya¢ duymaz iken,
bazi diger bakterinler farkli eliisyon tekniklerinin (sodyum sitrat, fosfat buffer, sonikasyon
gibi) farkli siire ve dozlarda uygulanmasi ile spesifik bir sekilde flagellar proteinin
yakalanmasi zenginlesebilmektedir. Bu sonu¢ da; 6rneklerin hazirlanmasinda temsili serilerin
farkli antijen eliisyon uygulamalari ve uygulama yapilmaksizin test edilmesini Gneren
Veteriner Biyolojik Merkezinin (CVB) test protokolii ile Ortlismekte, hatta bu protokolde
alternatif antijen eliisyon prosediirlerinin gelistirebilecegi de ifade edilmektedir (Ludemann ve
Hyde, 2015). Bu bakimdan ilgili literatiirii destekler sekilde, farkli biyolojik tiriinlerde, farkl
yontemler ile sonug alinabildiginin gézlemlenmesi nedeniyle, veri setine dahil edilen her iiriin
icin antijenin yakalanmasini arttiran prosediirler test edilmis ve ilirlin bazinda en uygun
olduguna karar verilen prosediir ile isleme devam edilmistir. Bu farkliligin adjuvantin
karakteri, miktari, flagellar antijenin saflagtirnlmis ya da bakteri govdeleriyle birlikte
bulunmasi, as1 hazirlanmasinda kullanilan mikroorganizmanin pasaj ge¢cmisi, diger yardimci
molekiillerin tipi ve miktari, pH degiskenlikleri ve liretim teknolojisindeki farkliliklar gibi
bircok olast nedenden ileri gelebilecegi degerlendirilmektedir. Rinealla ve ark (1998)
tarafindan yapilan bir arastirmada da aliiminyum igeren adjuvantlardan model antijenlerin
elisyonunda pH’nin etkisi arastirllmis ve pH’nin proteinin ionizasyonunu, adjuvantin
¢oziinebilirligi ile adjuvant ve protein arasindaki elektrostatik etkilesimi etkiledigi
bildirilmistir. Cok sayida inaktif veteriner asida, 6zellikle de bakteriyel olanlarda, antijen
miktariin basarili bir sekilde oOl¢limiindeki kilit zorlugun koruyucu antijenin kimliginin
tanimlanmasi yaninda as1 formiilasyonlarinda kompleks adjuvanlarin kullanilmasi oldugunun
ifade edilmesi (Hendriksen, 2009; Kulpa-Eddy ve ark, 2011) arastirmamizda metodun
standardizasyonunun saglanmasi islemlerinde iirlin bazinda karsilasilan gligliiklere vurgu
yapmasi bakimindan degerlidir.

Farkli klostridial komponentler tizerinde yapilan degisik arastirmalar ve laboratuvarlar
aras1 karsilagtirma testlerinde hayvan deneyleri yerine in-vitro metotlarin uygulanabilir
oldugunu destekleyen veriler sunulmus, alternatif metotlarin standart kabul edilen yontemlere

paralel sonuglar verdigi ve elde edilen sonuglarin spesifik, sensitif ve tekrarlanabilir oldugu
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gosterilmistir. Ayrica bu metotlarin daha hizli uygulanabilir olmasi, is gliciinii azaltmasi,
ekonomik olmasi, g¢evresel faktorlerin kontrol altinda tutulabilmesi, hayvanlarin biyolojik
kondisyonundan etkilenmemesi ve hayvan refahi uygulamalarina katki saglamasi gibi
avantajlar1 da bulunmaktadir. El-Helw ve arkadaglar1 (2012), Yanikara ve Gazli Gangren
asisinin immiinojenisitesinin degerlendirilmesi i¢in bir in-house ELISA metodunu diger
geleneksel metotlar olan plak agliitinasyon ve hemolizin ile kiyaslamasini yapmislar, bu
calisma sonucunda C. chauvoei ve C. septicum igin potens testinin ELISA ile
yapilabilecegini, bu prosediiriin hassasiyet, duyarlilik, hiz ve hayvan refah1 g6z Oniine
alinarak geleneksel degerlendirme yontemlerinin yerini alabilecegini bildirmislerdir. Paul-
Ehrlich Enstitiistinde yapilan bir ¢alismada C. perfringens epsilon toksine 6zel mAb
kullanilarak indirekt kompetatif ELISA metodu ile farkli kompozisyonda asilar kullanilarak,
tavsan serumlarinda olusan antikorlarin belirlenmesi konusunda yedi farkli laboratuvar
arasinda karsilastirma testi yapilmis, ELISA metodunun daha sensitif, spesifik ve
tekrarlanabilir oldugunu gosterilmis ve arastirmact bu metodun TNT yerine tercih
edilebilecegi belirtmistir (Rosskopf, 2003). Tiirkiye’de Arslan ve arkadaslar1 (2016), veteriner
klostridial asilarin potens testlerinde, kullanilan ve in-vivo metot olan TNT yerine, in vitro
ELISA metotlarinin alternatif yontemler olarak bagarili bir sekilde kullanilabilecegini
gostermislerdir. Ayrica arastirmacilar ELISA metotlarinin spesifite ve sensitivesinin yiiksek
oldugunu ve tekrarlanabilik ve tekrar iiretilebilirliginin kabul edilebilir smirlar i¢inde
oldugunu ifade etmiglerdir. Bu konuda Wood (1991) tarafindan yiirtitiilen, C. perfringens tip
D epsilon, C. novyi tip B, C. septicum ve C. tetani lizerine bir calisma da; antitoksin
diizeylerinin belirlenmesi i¢in miiltivalan koyun asilarinda TNT ne alternatif olarak ELISA
prosediirlerinin kullanimi arastirilmis, ¢alismada her 4 komponent i¢in de ELISA ve TNT
testleri arasinda iyi bir korelasyon alinmis, asi serilerinde ELISA ile TNT dekine benzer
basaril1 ve basarisiz sonuglar elde edilmistir. Avustralya’da yapilan bir ¢alismada C. chauvoei
asilarinin olusturdugu immun yanit1 6lgcmek i¢in epruvasyon testine alternatif ELISA metodu
gelistirilmis, tavsanlardan elde edilen serumlardan yapilan ELISA metodunun 6nemli
avantajlar1 bulundugu bildirilmistir (Crichton ve ark, 1990). Klostridial asilar disinda Kuduz,
Newecastle, Leptospiroz ve Domuz erisipeli gibi farkli viral ve bakteriyel asilar lizerinde de
benzer basarili sonuglarm alindigi arastirmalar bulunmaktadir. Ornegin USDA tarafindan
inaktif domuz erisipel asisinda in vitro ELISA potens testi yaymlanmig, EDQM tarafindan
inaktif Newecastle asilari i¢in in vitro bir test gelistirilmis, valide edilmis ve onaylanmistir
(Kulpa-Eddy ve ark, 2011). Fransa’da yapilan bir ¢alismada; inaktif Kuduz asilarinin

potensinin belirlenmesinde, klasik metodlara alternatif olarak Kuduz viriisiinde bulunan
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glikoprotein G’yi hedef alan bir ELISA metodu kullanilmis ve bu testin klasik HIM testine
gore 3R prensiplerine daha uygun oldugu ortaya konulmustur. Ayrica testin daha spesifik ve
ucuz oldugu bildirilmis, glikoprotein G’yi hedef almasi nedeniyle farklt Kuduz asilarinin
potens testinde kullanilabilecegi belirtilmistir (Sigoillot-Claude, 2015). Benzer sekilde
Chabaud-Riou ve ark (2017)’lar1 Kuduz asilarinin potens testinde kullanilan NIH testine
alternatif bir ELISA metodu gelistirmigler ve bu metodun yiiksek spesifite, dogruluk ve
kesinlik ile G-protein miktarin1 Olgebildigini  gdstermislerdir. Benzer bir yaklasimla
Fransa’da, equine Kuduz antiserumlarin potens testinde fare nétralisazyon testine alternatif bir
kompetatif ELISA metodu gelistirilmis, optimizasyon sonrasinda hayvan tiirlerinde Kuduz
immunoglobulinlerinin miktarmin belirlenmesinde kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Korimbocusa ve ark, 2016). Pasteurella multocida asilarinda Salama ve ark (2014)’lar,
epruvasyon testi ve ELISA prosediiriinii karsilastirmislar, iki test arasinda yiiksek korelasyon
bulundugunu bildirerek epruvasyon testine alternatif olarak ELISA metodunun
kullanilabilecegini ileri stirmiislerdir.

Asilarin potensinin belirlenmesine yonelik olarak yapilan bu in vitro arastirmalar,
sadece ELISA prosediirleri ile sinirlanmamis, farkli antikor baglama yontemleri (ToBI,
RFFIT veya FAVN testi gibi), hiicre kiiltiirii metotlar1 ve radyal immunodifiizyon testleri de
kullanilmistir (Kulpa-Eddy, 2011; Redhead ve ark, 2011; Romberg ve ark, 2011). C. chauvoei
konusunda spesifik Ornekler pek bulunmamakla birlikte, inaktif bakteriyel asilardaki
koruyucu antijenin Ol¢iilmesi ve uygun kalifiye edilmis referans bir antijenle mukayese
edilmesini esas alan spesifik ELISA Ol¢iim metotlart gelistirilmis ve kullanilmistir. Bu
kapsamda C. chauvoei asilarinda flagelllar protein miktarinin 6l¢iimii konusunda Japonya’da
yapilan bir arastirmada, monoklonal ve poliklonal anti-flagellar antikorlar kullanilarak bir
ELISA metodunun gelistirilmesi ve fare koruma testi ile karsilastirilmasi neticesinde, ELISA
metodunun ag1 {iretimi sirasinda flagellar protein miktarin1 6lgmek i¢in kullanilabileceginin
bildirilmesi onemli bir sonuctur (Kijima-Tanaka ve ark, 1997). Bunun yaninda; 65 kDa
proteini i¢in Erysipelothrix rhusiopathiae, K99, K88, 987P ve P41 pilus antijenlerine karsi
Escherichia coli ve Leptospira interrogans serotiplerine (L. pomona, L. canicola, L.
grippotyphosa ve L. icterohaemorrhagiae gibi) karst ¢esitli relatif potens belirleme
calismalar1 da yer almaktadir. Inaktif NDV asilarinda invitro ELISA antijen 6l¢iim
prosediiriiniin gelistirilmesi ve EDQM tarafindan dogrulanmasi énemli bir gelismedir (Kulpa-
Eddy, 2011). Ayrica USDA Veteriner Biyolojik Merkezi (CVB) tarafindan C. chauvoei
asilarinda flagellar antijen igeriginin belirlenmesini esas alan bir ELISA test monografini da

yaymlanmistir (Ludemann ve Hyde, 2015). In vivo bir analizden in-vitro bir analize basarili
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bir doniisiim; antijen icerigi ile antikor yanit1 arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu gercegine
yardimci olmaktadir. Bu arastirmadaki veriler de, tiim benzer ¢aligmalar1 destekler nitelikte,
inaktif C. chauvoei asilarindaki antijen igerigi ile uygulandig tiirlerde ortaya ¢ikacak immun
yanit arasinda korelasyon bulundugunu ve alternatif prosediiriin epruvasyon testlerine esdeger
kabul edilebilecek sonuglar verdigini gostermektedir. Ancak referans olusturma ve metot
optimizasyonlart konusunda giicliikler géz ard1 edilmemelidir. Belirgin avantajlarina ve AF
monograflarinda tesvik edici yaymlara ragmen (DeHaven, 2003), bu konuda dogrulanmis az
sayida analiz bulunmasi, referans bulma ve standardizasyondaki problemler, c¢aligmalarin
uzun yillar almasi (6rnegin inaktif NDV asilarinda 10 yil kadar siirmesi), uluslararasi igbirligi
caligsmalarina ihtiya¢ bulunmasi ve uygulamada istege bagl tercih edilmesi gibi gerekgelerle
as1 Ureticileri ve kontrol otoriteleri tarafindan serbest birakma prosediirleri olarak yayginlig
tartismalidir.

ELISA uygulayan kisiler i¢in, Ornek tekrarlari arasinda diisiik bir varyasyon
katsayisina (%CV) sahip olmak, bir analizin iyi ¢alistigini ve sonu¢ olarak elde edilen
verilerin kesin ve tekrarlabilir oldugunu gostermek icin ¢ok 6nemlidir. Analiz sonuglarinin
giivenirliligi varyasyon katsayis1 gibi satandardize edilmis 6l¢iimlerle degerlendirilir. ELISA
verilerinin yorumlanmasinda; ele alinan populasyondaki degiskenligin diizeyini ifade eden
varyasyon katsayist oraninin yiiksek olmasi ¢aligmadaki tutarsizliklart vurgulamasi agisindan
onemlidir. Immuno-analiz sonuclarinin kesinliginin sergilenmesinde analiz ici (pleyt igi) ve
analizler aras1 (pleytler arasi) varyasyon olmak iizere iki tip varyasyon katsayisi kullanilir.
Analiz i¢i varyasyon bir analizdeki veri noktalar1 arasindaki degiskenligin Ol¢timii olup,
analizin tekrarlanabilirligini ifade eder. Analizler arasi varyans ise ayni Ornegin farkl
zamanlarda ve farkli pleytlerdeki alinan sonuglari arasinda ortaya ¢ikan varyasi gosterir ki bu
varyans metodun tekrar iretilebilirligini ifade eder. Genel bir kilavuz olarak, analiz igi
varyasyonun %10’un, analizler arasi varyasyonun %]15’in altinda olmasi beklenmektedir
(Crowthwer, 2009; Arslan ve ark, 2015). Bu arastirmada da analiz i¢i varyasyonun genel
olarak %10’un, analizler aras1 varyasyon ise %15’in altinda kalmasi, ELISA metodunun
kesinliginin kabul edilebilir sinirlar iginde seyrettigini gostermektedir. Cok iizerinde
olmamakla birlikte, pleyt i¢i ve pleytler arasi birer ornekte limit spesifikasyonlarin biraz
disinda (sirasiyla %11,38 ve %21,60) sonuglar alinmas1 pipetleme hatasi, kuyucuklar arasinda
reaktiflerin sigramasi, kuyucuklarin kurumasi, pleyt, ornek ya da reaktiflerin kros-
kontaminasyonu ve biyolojik materyallerin dondurma-¢6zdiirme dongiilerinden kaynaklanan

degisiklikler gibi farkli faktorlere bagl ortaya ¢ikan sonuglar olmasi muhtemeldir.
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ELISA prosediirlerinde yalanci pozitif veya yalanci negatif sonuglar alinmamasi, testin
spesifite ve sensitivitesi ag¢isindan Onemli olup, alinan sonucglarin dogrulugunu
gostermektedir. Farkli komponentler {izerinde, antijene spesifik monoklonal antikorlar
kullanilarak yapilan alternatif ELISA prosediirlerinde alinan sonuglarda (Verma ve ark, 2009;
Romberg ve ark, 2011; Arslan ve ark, 2015) oldugu gibi, bu arastirmada da flagella spesifik
monoklonal antikorlar1 kullanilarak C. chauvoei antijen miktarini 6lgmek i¢in kullanilan
indirekt double sandvi¢ ELISA prosediiriiniin oldukca spesifik ve sensitif sonuclar verdigi
gorilmistiir. Calisilan bir pozitif Ornekte negatif sonu¢ alinmasinin, uygulanan antijen
ayristirma  prosediirlerinin  etkisizliginden ileri gelebilecegi, bu bakimdan metodun
iyilestirilmesi i¢in iiriine spesifik antijen ayristirma metodolojilerine ihtiyag olabilecegi
degerlendirilmektedir. Benzer bir bulgu, Arslan ve ark (2015) tarafindan C. perfringens
epsilon antitoksin calisilan serum Orneklerinde goriilmiis, arastirmacilar bu verinin
antikorlardaki affinite maturasyonunun herhangi bir sebeple (biyolojik {iriinlin yapisindaki
farkli bir katki maddesi veya o donemde immunize edilen hayvanlarin spesifik biyolojik
durumlar gibi) kismen bloke olmasi, immunize edilen hayvanlarda antijenik determinantlara
kars1 nispeten diisiik affiniteli antikorlarin olusumu ve bu sebeple bu zayif maturasyon
gosteren antikorlarin yeterince antijene baglanamamasi ya da zayif olan bu baglantilarin
ELISA prosediiriindeki kuvvetli yitkama prosediirleri ile bozulmasi neticesi gelisebilecegini
ileri siirmiislerdir. Ancak bu caligmada, biyolojik {irlinlinden dogrudan antijen miktari
belirlendiginden, yani as1 ile hayvanlar immunize edilip antikor olusumu saglanmadigindan

boyle bir yaklasim s6z konusu degildir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirmamiz ile C. chauvoei igeren bakterin asilarin potens testinde konvansiyonel
patojen kiiltiirle epruvasyon uygulanmasi yerine, asinin icerdigi antijen miktarmin (flagellar
yiizey proteinin) Olclilmesine dayanan bir ELISA prosediirii uygulanarak iki ydntemin
karsilastirmasimin yapilmasit ve C. chauvoei asilarinin potensinin belirlenmesinde in vitro
ELISA prosediiriiniin uygulanabilirliginin tespit edilmesi saglanmistir.

Arastirmamiz, C. chauvoei igeren inaktif veteriner biyolojik iiriinlerde flagellar antijen
miktarinin Ol¢imiine dayanan bir alternatif prosediiriin performansinin (dogruluk ve
kesinliginin) degerlendirilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Arastirmamizda epruvasyon testi yerine in-house ELISA metodunun kullanilmasi ile
denemelerde kullanilacak hayvan sayisinin azaltilmasi, hayvan refahinin iyilestirilmesi, daha
kesin sonuglar elde edilmesi, validasyona elverigli olmasi, ayn1 anda daha ¢ok Ornegin test
edilebilmesi, test siiresinin kisaltilmasi ve maliyetinin diisiiriilmesi gibi ¢esitli avantajlar elde
edilmektedir. Calismada elde etti§imiz sonuglar C. chauvoei komponentini igeren asilarin
potens testlerinde in-vivo bir metot olan ve ayni zamanda standart olarak kullanilan kobay
epruvasyon testine alternatif olarak in-vitro alternatif ELISA prosediiriiniin basaril1 bir sekilde
kullanilabilecegini ancak referans olusturma ve antijen ayrigtirma proseslerinin onemli

oldugunu gostermistir.
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