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OZET

CLOSTRIDIUM SEPTICUM ASILARINDA POTENSIN VERO
HUCRELERINDE TOKSIN NOTRALIZASYON TESTI iLE BELIRLENMESI

Ayar, O. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024.

Amacg: Clostridial asilarin kontroliinde 4R prensipleri ile 6rtiismeyen toksin notralizasyon testi

yerine Vero hiicrelerde nétralizasyon analizinin uygulanmasi amag¢lanmaistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, Veteriner Biyolojik
Uriinler Kontrol Laboratuvarina rutin “satis izni” igin gelen farkli iireticilere ait 20 adet
C.septicum alfa toksoid igeren asi ve 10 adet bu komponentten yoksun (Clostridial ya da
clostridial olmayan) as1 kullanilmistir. Her bir as1 igin daha once hastalik ve asilama gegmisi
olmayan New Zealand White irki 10 adet tavsan immunizasyona alinmis ve serumlari
toplanmistir. Serumlar esit sekilde boliinerek Vero hiicre hatlarinda ve her serum igin 15 adet
farede TNT uygulamasi yapilmistir. Her iki testin sonuglar1 karsilastirilarak yeni yontemin

TNT’ ye gore spesifite ve sensivitesi hesaplanmigtir.

Bulgular: TNT’ si yapilan 20 adet septicum igerikli aginin 16 tanesi “limit geger” , 4 tanesi ise
“limit altinda” bulunmustur. Septicum igermeyen 10 adet asinin tavsan serumlarinda ise
septicum toksine kars1 antitoksin olusmadigi i¢cin TNT’ de tiim fareler 6lmiistiir. Vero hiicre
hatt1 testinde de ayn1 asilarin TNT ile paralel sonuglari alinmigtir. Buna goére yeni yontemin
TNT’ ye gore Sensitivite = 16/ (16+0) x 100 = % 100 ve Spesifite = 14/ (14+0) x 100 = % 100

olarak aralarindaki kuvvetli iligski ve validite goriilmiistiir.

Sonug: Vero hiicre nétralizasyon analizinde TNT ile benzer sonuglar alinarak daha az zaman,

maliyet ve daha stabil sonuglar alindigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Septicum toksin, Asi, Vero, Potens, TNT.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POTENCY IN CLOSTRIDIUM SEPTICUM VACCINES
USING TOXIN NEUTRALIZATION TEST IN VERO CELLS

Ayar, O. Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Department of
Microbiology, Doctoral Thesis, Aydin, 2024.

Objective: The aim was to implement neutralization analysis on Vero cells instead of the toxin

neutralization test not aligned with the 4R principles for the control of Clostridial vaccines.

Materials and Methods: In this study, 20 doses of C.septicum alpha toxoid-containing
vaccines from different manufacturers routinely submitted for "marketing authorization" to the
Veterinary Biological Products Control Laboratory of the Bornova Veterinary Control Institute
and 10 doses lacking this component (Clostridial or non-Clostridial) were used. Ten New
Zealand White rabbits with no previous disease or vaccination history were immunized for each
vaccine, and their sera were collected. The sera were divided equally, and TNT was
administered in Vero cell lines and to 15 mice per serum. The results of both tests were
compared, and the specificity and sensitivity of the new method were calculated compared to
TNT.

Results: Out of the 20 doses tested with TNT, 16 of the septicum-containing vaccines passed
the limit, while 4 were below the limit. In the sera of rabbits vaccinated with the 10 doses
lacking septicum, no antitoxin against septicum was formed, resulting in death of all mice in
the TNT. Similar results to TNT were obtained in the Vero cell line test for the same vaccines.
Accordingly, the new method showed a strong relationship and validity compared to TNT, with
Sensitivity = 16/ (16+0) x 100 = % 100 and Specificity = 14/ (14+0) x 100 = % 100.

Conclusion: Comparable results to TNT were obtained with Vero cell neutralization analysis,

indicating less time, cost, and more stable outcomes.

Keywords: Septicum toxin, Vaccine, Vero, Potency, TNT.
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1.GIRIS

Clostridium’ lar dogada ozellikle su, toprak ve kanalizasyon basta olmak iizere genis
yasam alan1 bulunan oldukga patojenik, endospor olusturan, Gram pozitif, comak seklinde,
obligat anaerobik, hareketli ve kapsiilsiiz (Clostridium perfringens alt tiirii hari¢) bakterilerdir.
Insan ve hayvanlarm, normal gastrointestinal florasinda da bulunan bu bakteriler sinir, Kkas,
sindirim sistemi ve diger i¢ organlarda hem vegetatif formlar1 hem de toksinleri ile hastalik
olusturabilmektedirler. Clostridiumlarin dogadaki yagam alanlarinin genis olmasindan dolay1
hayvanlardaki enfeksiyonlari muhtemelen daha sik goriilmektedir ancak insanlardaki
enfeksiyonlarina kiyasla daha az rapor edilmektedir. Genusun ¢ok sayida tiyesi tiirii bulunmakta
ve gliniimiizde halen tanimlanmaya devam etmektedir. Bunlardan 14 civarindaki tiiriin, insan
ve hayvan sagliginda ciddi patojenik etkenler oldugu bilinmektedir. Bu patojenik etkenlerin
bazilar1 dokularda birikim ya da invazyonla hastalik yaparken, diger kismi ise bir ya da birden
fazla ekzotoksinleri yoluyla etkisini gostermektedir (Aydin ve digerleri, 2006; Bonda ve
digerleri, 2022; Fathi Najafi ve digerleri, 2020; Khiav ve Zahmatkes, 2021; Lawson ve Rainey,
2016; Parte ve digerleri, 2020).

Hayvanlarin kisirlastirilmasi, asilama, tirnak kesimi, isaretleme, boynuz ¢ikarma,
kopek 1sirmalari, beslenmedeki ani degisiklikler, uygun olmayan protein ve fosfor takviyesi,
dogumla iligkili yaralarin uygunsuz bakimi ya da hijyen kontrolii yapilamayan uygulamalar
hayvanlarda tetanoz, botulizm, yumusak bobrek hastaligi veya gazli gangren gibi Clostridial
enfeksiyonlara sebep olan 6nemli faktorlerdir (Lotfollahzadeh ve digerleri, 2019; Zaragoza ve
digerleri, 2019).

Tanimlanan ilk anaerobik patojen olan Clostridium septicum gevis getiren
hayvanlarda, atlarda, domuzlarda, fillerde ve kanatlilarda neden oldugu malign 6dem, travmatik
ya da atravmatik gazli gangren, yumusak dokularda (6zellikle kaslarda) nekroz sebebiyle
siklikla ani 6liime neden olan genis bir konakg1 araligina sahip olan tiirdiir. Hastalik kaynakli
6liim oranlar1 diger klostridiyal enfeksiyonlara gore yiiksek olup, 6liim ilk 24 saatte meydana
gelmektedir (Gazioglu ve digerleri, 2018; Zaragoza ve digerleri, 2019). Hastalik diinya ¢apinda
yaygin goriilmekte ve her yastan hayvanlar bu etkene karsi duyarli olabilmektedir (Chakravorty
ve digerleri 2015; Fathi Najafi ve digerleri, 2020; Thomas ve digerleri 2021).
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Mikroorganizmanin ekonomik degeri olan ¢iftlik hayvanlarinda patogenezi bulagsma yoluna
bagl olarak iki sekilde gerceklesir. Bunlardan ilki etkenin endojen yoldan sindirim sistemiyle
alinmasiyla ortaya ¢ikan Bradzot hastaligi (gen¢ koyunlarin ozellikle donmus meralarda
otlamasi sonucu abomazumunun hemorajik yangisi), digeri ise eksojen olarak yaralardan
(kisirlastirma, ameliyat, kaza, asilama, boynuz kesme vs.) etkenin girmesiyle olusan malignant
O6dem ve gazli gangrendir (Gazioglu ve digerleri, 2018; Junior ve digerleri, 2020; Zaragoza ve

digerleri, 2019).

C. septicum’ un alfa, beta, gama ve delta toksin olarak adlandirilan dort tip toksin
tirettigi bilinmektedir (Lobato ve digerleri, 2008; Thomas ve digerleri, 2021). Bunlardan en
patojenik olani hiicre disina salinan alfa () toksindir (ATX) (Khiav ve Zahmatkesh 2021). Bu
toksin hedef hiicre membranlarinda porlar olusturup permeabilitenin bozulmasina yol agarak,
iyon dengesizlikleri ve sivi kaybina neden olmaktadir. Bunun yaninda mikrovaskiiler yikima
bagli kanama ve enfeksiyon bolgesinde kan akisinin azalmasina bagli olarak iskemi ve
sonucunda doku nekrozuna sebebiyet vermektedir. Ayrica irettigi beta toksin
(deoksiriboniikleaz), gama toksin (hiyaliironidaz), delta toksin (oksijene kararsiz hemolizin),
noraminidaz ve enflamatuar hiicrelerin gogiinii 6nleyen hidrolitik enzimler gibi hiicre dis
enzimler bagisiklik tepkisinin azalmasinda, hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve viicutta
yayilmasinda 6nemli rol oynarlar (Gazioglu ve digerleri, 2018; Popoff ve Bouvet, 2009). Ozetle
C. septicum enfeksiyonundan kaynaklanan anaerobik kosullar, endosporlarin vejetatif formlara
dontiserek cogalmasini tesvik eder, bu da daha fazla toksin {iretimi ve doku hasarina katkida

bulunmaktadir (Alves ve digerleri, 2021).

C. septicum' un eradikasyonu, dogadaki yasam alaninin genis olmasi nedeniyle
neredeyse imkansizdir ve kontrolii profilaktik tedbirlerin beraberinde siiriiniin sistematik
asilanmasina dayanmaktadir. inaktif edilerek hastalik yapma yetenegini kaybetmis ATX ile
bagisiklanan hedef tiirlerdeki immunojenik diizeyin koruyucu oldugu bildirilmistir (Alves ve
digerleri, 2021). Enfeksiyondan korunmada antikora bagli humoral immunite etkili oldugu igin
olusan immun yanitin serum antitoksin diizeyleri ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu bakimdan
ciftlik hayvanlarinda C. septicum kaynakl: hastaliklar1 6nlemek i¢in genellikle diger klostridial
antijenlerle kombine multivalan karakterde hazirlanan o-toksoid asilar ile asilama

yapilmaktadir (Assis ve digerleri, 2010; Salvarani ve digerleri, 2010).

Giintimiizde C. septicum' a karst mevcut asilarin iiretimi, patojenin; et peptonlart,
tripton, maya ekstrakti, kazein hidrolizati, glikoz, eser elementler ve vitaminler, L sistein

hidrokloriir ve NaOH gibi karmasik ortamlari igeren sivi bir kiiltiirde 37° C’ de iiretilerek
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logaritmik proliferasyonunun saglanmasi ve anerobik kosullarda 18 ila 24 saat siirebilen yiiksek
konsantrasyonlarda ATX {retiminin indiiklenmesi prensibine dayanan geleneksel iiretim
metodu ile yapilmaktadir (Khiav ve Zahmatkesh, 2021). Saf toksin, ¢ogaltma isleminde
hedeflenen diizeye ulasmus kiiltiir ve toksin karigiminin, santrifiijleme, ultrafiltrasyon veya
kademeli filtreler ile filtre ederek hiicre govdelerinden uzaklastirilip siipernatantin ayrilmasiyla
elde edilmektedir (Lancto ve digerleri, 2014; Vazquez-lglesias ve digerleri, 2017).
Saflastirilmis toksini elde etmek igin metodolojide ayrica iyon degisimi, afinite kromatografisi,
elektroeliisyon ve ¢okeltme gibi kromatografik yontemlerde kullanilabilmektedir. Bunun
yaninda toksinlerin kullanimindan kaynakli riskler bulundugu igin asilarin liretiminde her
zaman bir inaktivasyon islemi gerekli olmaktadir (Zaragoza ve digerleri, 2019). Elde edilen
nihai saflastirilmig toksin veya ham antijen, ¢alkalama islemi ile birlikte formaldehit (%0.4 ile
%2 viv) ya da 1s1 kullanimiyla inaktive edilerek final iiriinde adjuvant kombinasyonu ile
hazirlanmaktadir (Khiav ve Zahmatkesh, 2021; Sinitskaya ve digerleri, 2015). Koruyucu serum
antitoksin diizeylerine ulagsmak icin uygulanan inaktif toksoid asilarin toksininin zararl
etkilerinden arindirilmis, hedef hayvanda ¢ogalma ya da toksin iiretimine sebep olabilecek
hiicresel 6gelerden ari (canli mikroorganizma icermeyen) Ve yeterli immunojenik etkiye sahip

olmas1 beklenmektedir.

Clostridial asilarin  potensi, farelerde toksin nétralizasyon testi (TNT) ile
belirlenmektedir. Bu potens testi belirli sayidaki tavsanin asilanmasindan sonra havuzlanan kan
serumlarinin standart toksin ve antitoksin varliginda farelere verilmesi ve gruplar arasinda
olusan letalitenin degerlendirilmesi prensibine dayanan in vivo hayvansal bir modeldir. Bu
sayede toksinin farelerde yaptig1 letal etkiye karsi tavsan serumunda olusan antikor dmiktari,
dolayisiyla notralizasyon giicii hesaplanabilmektedir. Test, as1 ile immunize edilen tavsan
serumlarinda olusan antitoksin seviyesinin belirli bir gii¢te hazirlanan standart toksini ndtralize
etme yetenegine dayali bir limit testidir ve sonugta asilanan hayvanlarda test edilen diizeye
esdeger, lizerinde ya da altinda antitoksin olusup olusmadigina karar verilir (United States
Department of Agriculture Center for Veterinary Biologics [USDA- CVB], 2011). Cesitli
uluslararas1 monograflar (Avrupa Farmakopesi [E.P.], Amerika Federal Diizenlemeler Kanunu
[CFR] vb.) veya yetkili otoriteler tarafindan onaylanan asi protokol dosyalarinda kabul
edilebilir antitoksin diizeyleri belirtilmis olup, bu diizeyler dikkate alinarak asilarin potensi
hakkinda karar verilmektedir. Genellikle multivalan hazirlanan Clostridial asilarin, her bir
komponenti i¢in ayr1 yapilan TNT ¢ok sayida deney hayvani kullanimina ihtiya¢ duyulan bir

test haline gelmektedir. In vivo metotlarin canli hayvanlar iizerinde uygulanmas: ve metodun
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dogas1 geregi cesitli belirsizlik kaynaklarini (deney hayvanlarmin bireysel direnci ya da
hassasiyeti, operatorlerin maniipiilasyon farkliligi, uygulama oncesi, sonrasi bakim besleme,
hijyenik kosullar ve c¢evresel etkenler gibi) barindirmasi nedeniyle bu tip yontemlerin
uygulanmasi zordur, sik sik tekrarlama ihtiyaci olabilir ve metot validasyonuna uygun
yontemler degildir. Nihai test sonuglariin, letalite ya da paraliz gibi klinik bulgulara gore
degerlendirilmesi nedeniyle hayvanlarda 1zdirap yaratan uygulamalardan sakinmaya, refahini
artirmaya yonelik ¢abalara ve kullanilan deney hayvani sayisinin azaltilmasi yoniindeki etik
yaklasimlara uygun bir yontem olarak goriilmemektedir. Ttiim bunlarin yaninda test maliyetleri,
zaman ve isgiicli agisindan da dezavantajlara sahip prosediirler oldugu ortadadir (Arslan ve
Erbas, 2023; Ebert ve digerleri, 1999; Redhead ve digerleri, 2012; Romberg ve digerleri, 2012).

Bilimsel calismalarda deney hayvanlarimin yasamina daha insancil yaklasim ve
laboratuvar hayvanlarimin refahin1 garanti altina almak i¢in Russell (zoolog) ve Burch
(mikrobiyolog) 1959°da ‘Deney ve Tekniginin Ilkeleri’ni yaymlayarak in-vivo ydntemler
yerine in-vitro yontemlerin gelistirilip hayvan deneylerinin ve uygulamalarin iyilestirilmesi
(refiniment), testlerde kullanilan deney hayvanm sayisinin azaltilmasi (reduction) ve yerine
baska testlerin konulmasini (replacement) i¢ine alan 3R prensiplerini 6nermislerdir. Daha sonra
Chicago’daki Amerika Birlesik Devletleri Uluslararasi Etik Arastirma Vakfi (IFER), deney
hayvanlarinin yasamina saygi duyulmasi konusunda uygulayici ve 6grencilere etik kavramini
bilinglendiren, sorumluluk (responsibility) ilkesini mevcut prensiplere ekleyerek 4R prensipleri
olarak genisletmiglerdir (Kang ve digerleri, 2022). Buradan yola ¢ikarak laboratuvar
hayvanlarinin kullanimini azaltmak ya da yerine alternatif testlerin uygulamaya konulmasinin
bilimsel ve diizenleyici kabuliinii tesfik eden Avrupa Alternatif Metodlarin Validasyonu
Merkezi (ECVAM) ve Avrupa llag Kalite Ve Saglik Hizmetleri Direktorliigii (EDQM) gibi
diinya saglik kuruluslarinin destegiyle toplanti, sempozyum ve ¢alistaylar diizenlenmistir.
ECVAM alternatif metotlar gelistirme konusunda c¢aligmalar yaparak ulusal kontrol
laboratuvarlari, iretici firmalar, bilim adamlar1 arasinda koordinasyonu saglamaktadir (Halder
ve digerleri, 2002). Ayrica Resmi ila¢ Kontrol Laboratuvarlar1 (OMCL ) ag1 iizerinden organize
edilen cesitli faaliyetler ile alternatif metotlarinin gelistirilmesi, uygulamaya konmasi ve
validasyonu konusunda Avrupa Birligi (AB) iilkeleri ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
icinde cesitli projeler yiiriitiilerek EP, CFR ve Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi
Hayvan ve Bitki Sagligi Denetim Hizmeti Bolimii (USDA APHIS) monograflarinda bu
caligmalari esas alan ¢ok sayida test yonteminin yer almasi saglanmistir (Hill, 2011; Lang ve
digerleri, 2018).



Kurumlar Aras1 Alternatif Toksikolojik Yontemleri Degerlendirme Merkezi
(NICEATM) ve Alternatif Yontemlerin Validasyonuna iligkin Kurumlar Aras1 Koordinasyon
Komitesi (ICCVAM) tarafindan diizenlenen uluslararasi bir ¢alistayda, alternatif metotlarin
uygulanmasini en acil sekilde gerektiren asilarin oncelik listesi yaymlanmistir. Listeye gore
veteriner sahada yaygin goriilen, as1 liretimi ve kontroliinde ¢cok sayida deney hayvani kullanimi1
olan ozellikle clostridial asilar, kuduz, leptospira, newcastle hastaligi gibi asilar iizerinde
odaklanilmistir. Bu asilarin potensinin 6l¢iilmesinde immunizasyon sonrasi olusan antikor
yanitinin hayvansal modeller (6zellikle challenge veya toksin nétralizasyon gibi) yerine in vitro
serolojik metodlar ile degerlendirilmesinden, dogrudan antijen igeriginin 6l¢iilmesi ve referans
bir asiyla karsilastirilmasina kadar degisen farkli yaklasimlar iizerinde ¢alisilmistir. Ozellikle
alternatif ELISA tabanli serolojik metodlar iizerinde ¢ok sayida galismalar yapilmis ve bu
metodlar dogrulanabilir yontemler olarak resmi laboratuvarlarin uyguladiklart metotlar ve
uluslararasi1 yonergelerde yerini almaya baslamistir (Romberg ve digerleri, 2012). Enfektif
mikroorganizma ya da toksinin canli hayvanda olusturdugu letal/ toksik etkiye benzer sekilde
temsili canli hiicreler/ dokular tizerindeki sitotoksititenin degerlendirilmesini esas alan hiicre
kiiltiirii calismalar1 da bu amaca yonelik iyi bir alternatif olusturmaktadir. Ayrica toksinlerin
hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin noétralizasyonu esasina dayanan hiicre kiiltiirii titrasyon
metotlari, serum- standart toksin karisimi hazirlanmasi ile TNT” ye benzerlik gostermesine ek
olarak ELISA gibi spesifik saflagtirilmis antikorlara ve antijen ayristirma asamalarina ihtiyag
duyulmamasi sebebiyle alternatif yaklagimlar arasinda avantaja sahip prosediirler i¢inde
goriilmektedir. Bu amagcla klostridial toksinlerin sitotoksik etki yarattigi spesifik hiicre
kiiltiirlerini temel alan ¢esitli ¢aligmalarda toksin notralizasyon testlerine alternatif olmasi igin
farkli toksinlere duyarli hiicre kdiltiirleri lizerinde odaklanilmigtir (Sinitskaya ve digerleri,
2015). Farkli mikroorganizma/ toksinlere duyarli primer ya da devamli hiicre hatlar1 iizerinde
yapilan bu ¢alismalarda C. septicum alfa toksinin Vero hiicre hatlarinda (Afrika yesil maymun
bobrek epitel hiicreleri) en uygun sitotoksitite sonuglar1 gosterdigi belirlenmistir (Huang ve
digerleri, 2023; Kaushik ve digerleri, 2019).

Yapilan bu ¢aligmada bagta koyun, keci ve buzagilarda malign 6dem, bradzot ve gazli
gangrene karsi profilaktik olarak genis kullanimi bulunan C. septicum alfa toksoid igeren
Klostridial asilarin potens testinde TNT’ ye alternatif olarak Vero hiicreleri lizerinde yaptigi
toksin notralizasyon prosediirii incelenecektir. Boylece iki yontemin Karsilastirilmasi yapilarak

TNT yerine hiicre ndtralizasyon yonteminin uygulanabilirliginin tartisilmasi amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

Clostridium genusunun tarihteki ilk izolasyonu 19. yiizyilda Louis Pasteur tarafindan
yapilmistir. Bulunan bu yeni mikroorganizma, anaerobik biitirik fermantasyon yoluyla biitirik
asit iiretme kabiliyeti olmasi nedeniyle Vibrion butirique olarak adlandirilmistir. Adam
Praz'mowski 19. yiizyilin sonunda, zorunlu anaerob &zelligine ithaf etmek icin Clostridium
butyricum olarak yeniden adlandirmistir (Grenda ve digerleri, 2022). Daha sonra bu isim gram
pozitif boyanan, spor olusturan, aneorobik organizmalar i¢in genel bir grubu ifade eder hale
gelmistir (Grenda ve digerleri, 2022; Lawson ve Rainey, 2016). Cok fazli taksonomik
calismalardan elde edilen veriler, genusun asir1 heterojen tiirlerden olusan bir koleksiyon
icerdigini gostermektedir ve siniflandirilmasi halen devam etmektedir. Bu anlamda tiim yeni
degisiklikler, List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPSN) listesinde
diizenli olarak giincellenmektedir (Lawson ve Rainey, 2016). Listeye gore bugiin ig¢in
Clostridium cinsi igerisinde onaylanmig 397 tiir ve 12 alt tiir bulunmaktadir (List of prokaryotik,
2024: Parte ve digerleri, 2020). Insan ve hayvanlarda ise 14 dolayinda tiiriin ciddi patojenik
etkiler olusturdugu bilinmektedir. Genusun iiyeleri igerisindeki insan ve hayvan sagligini
etkileyen bu patojenik mikroorganizmalar invazif yetenegine veya irettigi toksinin potensine
gore asagidaki sekilde 4 farkli grupta degerlendirilmektedir (Carter ve digerleri, 2014; Khiav
ve Zahmatkesh, 2021; Popoff ve Bouvet, 2009).

1-  Histotoksik Clostridialar; (C. septicum, C. chauvei, C. nowyi tip A, B, C, C.
haemolyticum, C. perfringens tip A, C. sordelli) Diger tiirlere oranla kas, karaciger gibi
organlarda lokalize lezyonlarla nekroz, sonrasinda toksemiye neden olurlar. Toksinleri diger
gruplara oranla zayif giigtedir fakat daha fazla yayilim gosterirler. Doku harabiyetine (gazli
gangren gibi) neden olurlar.

2-  Norotoksik Clostridialar; (C. tetani ve C. botulismus) Bu gruptaki etkenlerle
olusan enfeksiyonlarda doku hasar1 yapmaksizin sentezlenen norotoksinler sayesinde sinir-kas
fonksiyonlar1 olumsuz etkilenmektedir. Invaziv 6zellik gostermezler, konakgida simirh diizeyde
kolonize olurlar fakat iirettikleri ndrotoksinleri ¢ok daha giicliidiir.

3-  Enteropatojenik Clostridialar (C. perfringens tip A, B, C, D, E, C. difficale, C.

spiroforme, C. colinum) Gastrointestinal kanalda enterotoksemi, yangisal reaksiyonlar ve gida



zehirlenmelerine sebep olurlar. Urettikleri toksinleri barsaktan kan dolasimina absorbe olarak
bir toksemi tablosu olusumuna neden olurlar.
4-  Diger Clostridilar; (C. pliforme) Hayvanlarda genellikle sporadik

enfeksiyonlarla ilgilidirler

Bu smiflandirma iginde yer alan patojenik Clostridialarin ana viriilens 6zellikleri,

konakgilart ve olusturduklart enfeksiyonlar Tablo 1’ de gdsterilmistir.



Tablo 1. Patojenik Clostridialarin ana virulens ozellikleri, konakgilari ve neden oldugu
hastaliklar (Aydin ve digerleri, 2006; Junior ve digerleri, 2020; Zaragoza ve digerleri, 2019)’

dan uyarlanmistir.

Tiir Ana.l.Vlr.u lens Konakei Hastahk
ozellik

Histotoksik Clostridia
a toksin (ATX), Si1g1r, koyun,

Clostridium septicum beta, gamma, dumuz Gazli gangren
delta Koyun Bradzot

Tavuk Nekrotik dermatitis
CCTA, beta,
Clostridium chauvoei gamma, delta Sigir, koyun Yanikara
Sigir, koyun Gazli gangren
o toksin,

Clostridium novyi PLPC (B toksin),  Koyun Sismis bas hastalig1
gamma, delta, Kara hastalik (Nekrotik
epsilon Koyun, sigir hepatit)

Clostridium sordelli a, B, hemolizin Sigir, koyun, at Gazli gangren

Si1gir, koyun,

Clostridium haemolyticum PLPC (B toksin)  kegi, Basiller hemoglobuniri

Norotoksik Clostridia
Tetanospazmin, At, tim memeli

Clostridium tetani tetanolizin tiirler Tetanoz

Clostridium botulinum Norotoksin Botulismus

Enteropatojenik Clostridia

Clostridium perfringens Kuzu, kopek,

Tip A Alfa domuz, Gazli gangren, septisemi
tavuk, insan gida zehirlenmesi

Clostridium perfringens Sigir, koyun,

TipB Alfa, beta, epsilon kuzu Dizanteri, enterotoksemi

Clostridium perfringens Kuzu ve Hemorajik

TipC Alfa, beta buzagilar enterotoksemi

Clostridium perfringens Yumusak bobrek

TipD Alfa, epsilon Koyun hastalig1
Clostridium perfringens Kuzu ve
TipE Alfg, iota buzagilar Enterotoksemi
Diger Clostridialar
Clostridium piliforme - Tay,
laboratuvar Tyzzer hastaligi hepatik
hayvanlari, nekrozis

diger yabani ve
evcil
hayvanlar




2.1. Histotoksik enfeksiyonlarda Clostridium septicum Epidemiyolojisi

C. septicum'un gazli gangrene sebep oldugu 1881' de Robert Koch tarafindan
dogrulanmistir (Forrester ve digerleri, 2016). Septicum ajani ¢evrede, tathi su ve toprakta
yaygindir ayrica barsak igeriginde de bulunabilir. Sporlari, organik maddece zengin nemli
topraklarda bulunmaya, kuru topraklardan daha fazla meyillidir. Meralarin sulanmasi igin
artilmis atik suyun kullanilmasi, ¢evre kirliligini artirabilecek bir faktordiir, ¢linkii ¢ogu spor

kirlenmis suyun aritilmasi sirasinda yok edilememektedir (Parish ve Valberg, 2019).

Septicum’ un neden oldugu gazli gangren, esas olarak gevis getiren hayvanlari, atlar
ayn1 zamanda diger evcil ve vahsi memelileri de etkileyen deri altt doku ve kaslarin nekrotizan
bir enfeksiyonudur. Yabani ve evcil hayvanlarin bagirsaklarinda gazli gangrenden sorumlu
birkac¢ clostridial tlir bulundugundan, bu hayvanlarin meralarda bulunmasinin da toprak
Kirliligini artirmas1 muhtemeldir. ilave olarak, insaat veya diger insan faaliyetlerine yakin
topraklarda da gazli gangrenden sorumlu bazi klostridial tiirlerin bulunabildigi bilinmektedir

(Junior ve digerleri, 2020).

Etkenin spontan bulagsmasindan baska hayvancilikta agilama, kisirlagtirma, dogum ya
da cerrahi operasyonlarla ilgili dikis yerleri, ayak tirnagi kesimi, boynuz kesimi gibi
uygulamalarin hijyen kontrolii olmadan uygulanmasi veya kopek i1sirmast sonucu olusan
yaralarin yetersiz bakimi C. septicum kaynakli enfeksiyonlara ortam hazirlamaktadir. Asilama
programinin olmamasi veya Yeterli immunizasyonun altinda olmasi, idiyopatik bireysel
bagisiklik tepkinin yetersizligi nedeniyle mikroorganizmaya ortam hazirlamaktadir ya da tam
aksine yiiksek yiikleme dozlar1 da dogrudan gazli gangren olusumuna katkida bulunabilir. Ote
yandan, sigir, koyun, keci gibi hayvanlarin donmus meralarda otlatilmasi sonucu endojen
olarak abomazumlarinda hemorajik yangi ya da gastrik hasar (braxy) ile eksojen olarak deri
catlamalar1 ve yaralardan kaynaklanabilecegine inanilmaktadir (Lighty ve digerleri, 2016;

Junior ve digerleri, 2020; Zaragoza ve digerleri, 2019).

Son olarak karaciger parazitleri ve koksidia gibi parazitler, C. novyi’ nin neden oldugu
kara hastaligi, C. perfringens’ in neden oldugu nekrotik enterit ya da beslenmedeki ani
degisiklikler, uygun olmayan protein, fosfor vb. takviyeler sonucu pulpy bobrek veya botulizme
neden oldugunda C. septicum’ a da yasam ortami hazirlamaktadirlar (Zaragoza ve digerleri,
2019).



2.2. Clostridium septicum Toksinlerinin Rolii

C. septicum 4 ana toksin (alfa, beta, delta ve gama) firetir, ancak Oldiiriicii ve
nekrotizan bir sitolizin olan alfa toksin bu mikroorganizmanin en viriilans faktorii olarak kabul
edilmektedir (Chakravorty ve digerleri, 2015; Thomas ve digerleri, 2021). C. septicum alfa
toksin, Aeromonas hydrophila’' nin tirettigi aerolizin ve Clostridium perfringens tip B ve D' nin
tirettigi epsilon toksin ile aymi aileye ait 6ldiiriicii, nekrotizan ve hiicre yiizeyinde kii¢iik
gbzenek olusturucu bir toksindir (Zaragoza ve digerleri, 2019). Csa geni tarafindan kodlanarak
46,6 kilodalton (kDa) molekiil agirliginda inaktif bir prototoksin olarak salgilanmaktadir.
Propeptidin gii¢lii bir oligomerizasyon inhibitorii oldugu bilinmektedir ve toksinin hiicre
ylizeyine baglanmadan 6nce inaktif agregatlar olusturmasini 6nlemeye ¢alismaktadir. Toksin,
konak hiicre yiizeyindeki glikozil fosfatidil inositol (GPI) baglantili proteinlere baglanarak 41-
kDa molekiil agirligindaki aktif formuna (ATXact) boliintir ve monomer oligomerizasyonunu
artirmaktadir. (Alves ve digerleri, 2021). Alfa toksinin, farkli tiir canlilarda GPI baglantili
proteinlerin farkli tiplerine baglanarak aktif forma doniistiigii ve bu sayede genis bir konakci
ozgulligl sagladig: gosterilmistir (Chakravorty ve digerleri, 2015; Fathi Najafi ve digerleri,
2020; Kennedy ve digerleri, 2009a). Proteolitik aktivasyondan sonra bir¢ok aktive monomer,
litik ve vakuolasyon 6zelliklerine sahip bir transmembran gozenek olusturmaktadir (Junior ve
digerleri, 2020). Hedef hiicre membranlarinda porlar olugsmasit sonucu permeabilitenin
bozularak, iyon dengesizlikleri ve sivi kaybina neden oldugu hiicrelerde apoptozis meydana
gelmektedir. Bunun yaninda neden oldugu mikrovaskiiler yikima bagl kanama, enfeksiyon
bolgesinde kan akisinin azalmasina neden olarak mikroorganizmanin hayatta kalmasini
destekleyecek iskemiye ve sonucunda doku nekrozuna sebebiyet vermektedir. Etkenin ayrica
tirettigi beta toksin (deoksiriboniikleaz), gama toksin (hiyaliironidaz), delta toksin (oksijene
kararsiz hemolizin), néraminidaz ve enflamatuar hiicrelerin gé¢iinii 6nleyen hidrolitik enzimler
gibi hiicre dis1 enzimler bagisiklik tepkisinin azalmasinda, hastaligin ortaya ¢ikmasinda ve
viicutta yayilmasinda onemli rol oynamaktadirlar (Gazioglu ve digerleri, 2018; Junior ve

digerleri, 2020; Popoff ve Bouvet, 2009).
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2.3. Clostridium septicum alfa-toksin Yapisi

Closrtridium septicum’ un alfa-toksini, aerolizin ailesinden b-PFT (gbzenek
olusturucu toksinler) heptameriktir ve aktif olmayan protein (ATXpro 46,6-kDa) olarak
salgilanir. ATXpro’ nun aktivasyonu igin D3 bolgesinin, konak¢i hiicredeki GPI’ ye
baglandiginda D2 bolgesinden bir propeptidin (C-terminali) ¢ikarilmasi gerekir ve aktif bir
fragman olan (AT Xact 41-kDa) olusumuyla sonuglanir (Alves ve digerleri, 2021).

Yapisal olarak ATX, ii¢ fonksiyonel alandan olusan bir sitolitik prototoksindir (Sekil
1) ve monomerleri gozenekler olusturmak fiizere kendilerini oligomerize (heptamerler)

etmektedirler (Uzal ve digerleri, 2016).

D3 alam1 ile birlikte D1, kovalent olmayan etkilesimlerle monomerlerin
oligomerizasyonuna izin veren spesifik amino asitleri barindirmaktadir (Alves ve digerleri,
2021). Alfa toksinin transmembran alan1 (TMD) olan D2 bdlgesi, konak hiicre membraninda
gozeneklerin olusumuna katkida bulunan amfipatik bir transmembran alanidir. D2' nin tek
islevinin membran hasar1 olduguna inanilmaktadir (Kennedy ve digerleri, 2009b). D3 alani,
konaker hiicredeki reseptore yani glikosil fosfat idilinositol (GPI) i¢inde sabitlenmis proteinlere
baglanma igin esastir. GPI molekiilleri, konak hiicre zarinmn lipid sal mikro alanlarinda

bulunmaktadir (Mukamoto ve digerleri, 2013; Uzal ve digerleri, 2016).
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D3, konak¢i1 GPI' ya
baglandiginda D2' de TMD
aciga cikar ve ATXact' a
doniisiim baslar.

Sekil 1. C. septicum alfa toksin yapisi (Kennedy ve digerleri, 2009b)’ den alinmustir.

2.4. Clostridium septicum Enfeksiyonlarinda Patogenez

Ozellikle yara ve deri catlaklarinin oldugu bélgelerde diisiik redoks potansiyeli,
pargalanan proteinlerin metabolitleri ve asidik pH ortami sayesinde gazli gangrenden sorumlu
Clostridium septicum (alfa toksini) tek basina veya diger gazli gangren yapan enfektif
mikroorganizmalarla (Clostridium chauvoeli, C. novyi tip A, C. perfringens tip A ve C. sordellii)
kombinasyon halinde dnce endotel hiicrelerine etki ederek permeabilite degisiklikleri, 6dem,
kanama, iskemi ve lokal nekroz iiretmektedir (Sacco ve digerleri, 2019). Ana viriilens faktor

olan alfa toksin, konakg¢1 hiicrelerinde permeabiliteyi bozarak apoptozise kadar gotiirdiigi
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bilinse de diger beta toksin, gama toksin, delta toksin, néraminidaz ve enflamatuar hiicrelerin
goclinii  Onleyen hidrolitik enzimler enfeksiyonun olugsmasi ve viicutta yayilmasini
kolaylastirmaktadir. Bu ortam gazli gangrenin Kkarakteristik lezyonlarindan ve klinik
belirtilerinden sorumlu olan s6z konusu mikroorganizmalarin hayatta kalmasi, ¢cogalmasi, daha
fazla toksin ve enzim iiretimi igin ideal kosullar1 saglar (Gazioglu ve digerleri, 2018; Junior ve
digerleri, 2020; Popoff ve Bouvet, 2009).

Uretilen ATX’ teki reseptdr baglama alan1 (RBD)' nin konak hiicre iizerindeki GPI
reseptore baglanmasindan sonra TMD agiga ¢ikar ve konformasyonel degisiklikler gelisirerek
ATXpro, hiicre ylizeyinde bulunan proteazlar (genellikle furin veya tripsin) tarafindan
par¢alanir. Monomerler arasindaki kovalent baglarin bozulmasi, bazik amino asitler
bakimindan zengin bir bolgede meydana gelir ve aktif ATX formu (ATXact) olusumu ile
sonuclanir. ATXact salinimi ile konak hiicre lipid membran yiizeyinde 1.3 ila 1.6 nm
genisliginde gozenekler olusur ve permeabilite bozukluklari sayesinde apoptozize kadar giden

hiicre 6limleri gergeklesir (Chakravorty ve digerleri, 2015; Junior ve digerleri, 2020).

ATXact’ nin aktivasyonu sirasinda, nétrofillerde apoptozu indiikleyip inflamatuar
siireci inhibe etmesi ile immiin yaniti baskilayabilir. Enfeksiyon bolgesinde savunma
hiicrelerinin olmamasi, ATX ile iligkili lezyonlarin klasik 6zellikleri arasindadir. ATX ayrica
lokal veya sistemik kan basincini ve perfiizyonu degistirerek epitel ve endotel tabakalarinin
biitiinliiglinli tehlikeye atabilir ve iskemik nekroza neden olabilir. Kilcal damarlardaki kan
akisindaki hizli ve siddetli azalma, oksijen ve besin tedarigini sinirlar ve enfekte olmus dokunun

nekrozuna katkida bulunmaktadir (Alves ve digerleri, 2021).

Nekroza yol agan toksine bagli hiicre sinyallesmesi, gbdzeneklerin olusumuyla
indiiklenen sitoplazmik kalsiyum akisi ilk olay gibi goriinmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum (Ca)
iyon seviyesindeki artigin, mitokondriyal membranin gegirgenligine katkida bulunduguna,
adenozin trifosfat (ATP)' nin tiikenmesine ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesinde bir
artisa yol agtigina inanilmaktadir (Navarro ve digerleri, 2018). ROS' un artmasi mitokondriyal
fonksiyonlar1 daha da bozabilir, lizozomal gegirgenligi artirabilir ve deoksiribo niikleik asit
(DNA) hasarina neden olabilir (Kennedy ve digerleri, 2009¢). Hiicre igi potasyumun hizli kayb1
da hiicre 6limii mekanizmasinda dnemli bir olay:r temsil etmektedir (Bouillot ve digerleri,

2018).
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2.5. Clostridium septicum Enfeksiyonlarinda Klinik Belirtiler

Klinik belirtiler, enfeksiyonun baslangicindan 6 ila 48 saat sonra ortaya ¢ikar ve toksin
tretimi sonucu, yaklasitk 1 ila 4 giin sonra toksemi, bakteriyemi, sok ya da Oliimle
sonuglanabilir. Nadiren de olsa hastalik kronik formuna ulasip 30 giine kadar siirebilmektedir.
Bazen hayvanlar herhangi bir klinik belirti gostermeden 61mektedirler. Koyunlarda 6liim orant

%50' ye ulasabilir (Alves ve digerleri, 2021; Junior ve digerleri, 2020; Uzal ve digerleri, 2016).

Gazli gangren vakalarinda depresyon, tasikardi, solunum sikintisi, kas titremeleri,
istahsizlik ve ates siklikla goriilen klinik belirtilerdir. Enfeksiyondan sonraki birkag saat i¢inde,
enfeksiyon bolgesi ve komsu dokular sismis, eritemli, agrili ve sicaktir. Enfeksiyon ilerledikce
cilt alt1 6dem ve amfizem nedeniyle sislik artar, amfizem palpasyon sirasinda krepitasyon
olarak ortaya c¢ikar. Lezyonlar uzuvlardaysa, bu genellikle hareket etme isteksizligine, topalliga
ve nihayetinde sirtiistli yatmaya yol acar. Deri genellikle gergindir ve dermal nekroz meydana
geldikge yaygin olarak kirmizi veya siyahtir. Hastaligin sonraki evrelerinde etkilenen

bolgelerde kan akisi azalmasindan dolay1 sogumaktadir. (Parish ve Valberg, 2019).

Diivelerde dogum sonrasi nekrotizan vulvovajinit ve metritis formu olan dogum
sonrast gazli kangren vakalarinda vulvar sislik en sik goriilen klinik belirtidir. Buzagilamadan
1-3 giin sonra baslar, buna ates, depresyon, sirt iistii yatma, kirmizi-kahverengi sivinin akmasi
ve son olarak 6liim eslik eder. Bu vakalarda dogumla iligkili travmanin dogum kanalinda yaralar

olusturdugu ve C. septicum i¢in giris kapisi oldugu bilinmektedir. (Junior ve digerleri, 2020).

Bu hastaliklarin  kesin tanist klinik belirtilere, makroskopik ve mikroskobik
degisikliklere, etkilenen dokularin yayma preparatlarindan yapilan Gram boyama, anaerobik
kiiltiir, immiinofloresan testi, immiinohistokimya, PCR (Polimeraz zincir reaksiyonyu) ve/veya
MALDI-TOF (Matriks assisted lazer desorption ionization time of flight massspectrometry) ile
tanimlanmasina dayanir (Junior ve digerleri, 2020; Li ve digerleri, 2019). Genel olarak, klinik
belirtileri gozlemledikten sonra, antibiyotik kullanimi C.septicum hastaliklarina karsi ana
stratejidir; bununla birlikte, hizli klinik seyir tedavinin etkisini engeller ve cogu durumda sadece

oliimciil sonucu geciktirir (Alves ve digerleri, 2021).
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2.6. Asilar ve As1 Uretimi

2.6.1. As1 Prensipleri ve Tiirleri

Hastaliklara karsi asilarin gelistirilmesi; olumsuz reaksiyonlar1 azaltmak, tedavi ve
bakim masrafini diisiirmek ya da hastaliklar1 tamamen ortadan kaldirmak gibi bir¢ok sebepten
istenmektedir. Farkli asilar farkli tipte bagisiklik tepkilerini uyarabilir. Ancak iyi bir asidan
beklenti hem humoral hem de hiicresel yanitin uyarilabilmesidir (Bonistalli, 2013).
Konvansiyonel asilarin zayiflatilmis canli, inaktif, subunit ve toksoid olarak dort tiirii vardir.
Canli organizmalar viicuda zayiflatilmis bicimde verildiklerinde endojen antijen gibi taninarak
MHC Simuf I yoluyla sitotoksik T lenfositlerinin baskin oldugu hiicresel immun yanit uyarilir.
Ayrica canli organizmalar konak¢ida cogaldigr i¢in dogal bir enfeksiyona benzer bagisiklik
saglanmaktadir. Bu nedenle, zayiflatilmis bir aginin tek bir dozu koruyucu bir bagisiklik
olusturabilmektedir. Buna Kkarsin inaktive edilmis asilar bakteri ve viriislerin biitiini, alt
birimleri ya da toksoidleri i¢erebilmektedir. Bu antijenler ise ¢ogunlukla eksojen bir antijen
olarak tanindigindan MHC Smuf II yoluyla islenerek humoral bagisiklik tepkisini ortaya
cikarirlar. Inaktif asilama ile dogal bir enfeksiyonu taklit etme yetenegi diisiik oldugundan
genellikle koruyucu diizeyde bagisikliga ulasabilmesi igin ve olusturulan bu humoral
bagisikligin koruyucu olmayan bir seviyeye diismesini engellemek i¢in periyodik olarak birden
fazla giiglendirici dozlar gerekmektedir. Ayrica inaktif agilar siklikla inflamasyonu uyarmak ve

daha giiglii bir hiicresel yanit1 olusturmak i¢in adjuvanlarla birlestirilir (Diker, 2005).

Hayvanlar1 belli bir infeksiyondan korumak igin gesitli asilar ile koruyucu yeterli
bagisiklik diizeyine ulasilabilinmektedir. Asilamadaki 6nemli olan faktor hiicre i¢i yasamini
stirdiiren mikroorganizmalarda canli asilar, hiicredis1 bir yasam siirerek ya da toksinleri ile
enfeksiyon olusturan mikroorganizmalardan korunmak igin ise inaktif asilar daha etkili
olmaktadir. Clostridial enfeksiyonlar1 6nlemek igin de ekstraseliiler yasam siirmeleri ve kendi
organizmalari  digina  saldiklar1  ekzotoksinleri  vasitasiyla  konak¢ida  infeksiyon
olusturmalarindan dolay1 profilaktik tedavide humoral bagisikligi uyaracak inaktif toksoid

asilar basari ile uygulanmaktadir (Aydin ve digerleri, 2006; Diker, 2005).
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2.6.2. Clostridial Asilar ve Uretimi

En etkili Clostridial asilar hem inaktif mikroorganizma hem de toksin (toksoid)
bilesenlerini i¢cermektedirler. Toksoid bilesenli ilk giivenli ve etkili inaktif as1, 1924 yilinda
Gaston Ramon tarafindan difteriyi 6nlemek amaciyla gelistirildi. Ramon, bakteriyel toksini
etkisiz hale getirmek ve bakterileri 6ldiirmek i¢in formaldehiti 1siyla birlikte kullanan ilk
kisiydi; bu da formaldehitin insan asis1 olarak kullanilmasmi giivenli hale getirmistir.
Formaldehit inaktivasyonu giiniimiizde hala yaygin olarak kullanilan bir prosediir olmaya

devam etmektedir (Cavaillon, 2022).

Modern Clostridial as1 iiretimi, istenen organizmanin kiiltiirtiyle, toksin {iretimini en
st diizeye cikarmak igin tasarlanan bir fermentasyon prosesi kullanarak baglamaktadir.
Clostridial mikroorganizmalar gii¢ iireyen anaeroblardir ve yalnizca uygun kosullar altinda
toksin iiretirler. Ornegin C. perfringens Tip D, midenin ve ince bagirsagin proksimal kisminin
asidik ortamina girdiginde aktif olarak toksin liretir. Ag1 liretiminde bu siireg, suslarin kiiltiirden
fermantasyon tanklarina taginmasiyla taklit edilir; burada pH disiriilir ve bakterilerin
logaritmik bir biliylime i¢inde kalmasina ve yiiksek diizeyde toksin liretmesine izin verilir. C.
perfringens Tip D toksini ise trypsin ile karsilastiginda aktive olur. Bu aktivasyon, in vitro
toksisite ¢aligmalarinda indiiklenebilir. Kiiltiirler istenen toksin konsantrasyonunu iirettiginde,
toksini etkisiz hale getirmek (bir toksoid haline getirmek) ve bakteri hiicrelerini 61diirmek igin
formaldehit eklenerek inaktif toksinler as1 tretiminde kullanilmaktadir. Toksoidler
immiinojenik kalan ancak hedef tiirlerde hastaliga neden olmayan inaktif toksinlerdir. Inaktif
as1 toksoidlerinin toksik olmamasi (toksinin zararli etkilerinin azaltilmasi), giiclii olmasi
(asilanmis bireylerde koruyucu bir bagisiklik tepkisi olusturabilmesi) ve canli olmamasi
(asidaki higbir hiicresel bilesenin daha fazla biiylime veya toksin iiretimi kapasitesine sahip
olmamasi) beklenmektedir (Bonistalli, 2013). Clostridial asilarin iiretim siireci kisaca Sekil 2’

de gosterilmistir.
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Sekil 2. Clostridial as1 liretim asamalar1 (Zaragoza ve digerleri, 2019)’ dan uyarlanmstir.

2.6.3. Clostridial Asilarim Potens Kontrolii

Klostridial asilarda bakteri ve toksinleri inaktive etmek i¢in kullanilan formaldehitin
etkinligi genellikle dogrulanmis bir sistemi kullanarak gosterilebilmektedir. Ornegin bazi
toksinler kirmizi kan hiicrelerinin par¢alanmasina neden olmaktadir. Toksin kirmizi kan
hiicreleriyle karistiginda, kirmizi kan hiicreleri saglam kalirsa, toksinin etkisiz hale getirildigi

ve agilarda kullaniminin giivenli oldugu varsayilabilir (Bonistalli, 2013).

Asinin giicii ise genellikle canli hayvan modelleri kullanilarak test edilir. Klostridial
asilar i¢in bu, tavsanlarda antitoksin (as1 kaynakli antikor seviyesi) tepkisini ve toksin
noétralizasyon testlerini igermektedir. Toksin ndtralizasyon testi, asi ile immiinize edilmis
tavsanlardan serum toplanarak ve ardindan antitoksin titresinin, ayni seviyede notralizasyon
aktivitesini ortaya ¢ikarmak igin gereken standart toksin iinitesi miktariyla karsilastirilarak

gerceklestirilmektedir (Bonistalli, 2013).

Glivenli as1 toksoidleri, as1 tohumunun kiltiiri sirasinda tretilen tiim toksinleri
tamamen etkisiz hale getirmek i¢in tasarlanmis islemler kullanilarak iiretilir. Ureticiler, hedef

hayvanda koruyucu bir tepki olusturmak i¢in yeterli miktarda toksoid igeren asilar formiile
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etmektedirler. Bu asilarla immunize edilen tavsanlarin serumlari esit sekilde bir havuzda
toplanip bilinmeyen test serumu olarak adlandirilmaktadir. Immunizasyon sonucu elde edilen
bu test serumunda aranan ml’ deki IU antitoksin diizeyine gore standart degeri bilinen
toksininde o diizeyde diliisyonu yapilarak birlestirilmektedir. Birlestirilen bu karigimin test
hayvanlarina uygulanmasi sonrasi, antitoksinler eger bu aranan ml’ deki IU diizeyinde ya da
tizerinde iseler toksini baglayarak notralize etmektedirler, dolayisiyla uygulandigi test
hayvanlarininda yasamas1 beklenmektedir. Ote yandan standart toksinin c¢alisip calismadigini
kontrol etmek i¢in degeri bilinen standart antitoksin ile karisimlar1 hazirlanip test hayvanlarina
uygulanarak gozlemlenmektedir. Sonuclarin karsilagtirilmasi ile {iretilen toksoid asinin

yaratacagi immun giicii hesaplanabilmektedir (USDA- CVB, 2011).

Bu calismada klostridial asilarin potensi, immunizasyon sonrasi toplanan serumun
farelerde TNT uygulamasi ile ac1 1zdirap ve 6liime gore hesaplanmasi yerine alternatif in vitro

hiicre hatt1 nétralizasyonu ile hesaplanmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Asilar

Calismada Bornova Veteriner Kontrol Enstitii Miidiirliigii Veteriner Biyolojik Uriin
Kontrol Laboratuvarina “satis izni” amacl kalite kontrol testleri yapilmak ilizere gonderilen
farkl tireticilere ait farkli seri numarali ticari asilar kullanilmistir. S6z konusu asilarin 20 adedi
Clostridium septicum alfa toksoid igeren farkli igeriklerde hazirlanmis polivalan inaktif
astlardir. Negatif 6rnek i¢in Clostridial ya da Clostridial olmayan, septicum negatif 10 adet as1

secilmistir.

3.1.2. Hayvanlar

Immunizasyon ve TNT testleri; daha oncesinde asilanmamis, C.septicum’ a karsi
antikorlar1 bulunmayan saghkli tavsan ve fareler iizerinde yiiriitiilmiistiir. Immunizasyon
yaparken her seri as1 i¢in 10 adet tavsan (3-6 aylik New Zealand White 1rk1, gebe olmayan
disiler), TNT i¢in 15 adet fare (White Swiss irki gebe olmayan disi fareler) kullanilmistir
(USDA- CVB, 2011; European Pharmacopoeia [E.P.], 2022). Calismadaki deney hayvanlari
Bornova Veteriner Kontrol Enstitii Miidiirliigii Deney Hayvanlar1 Biriminden ve Aydin Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’

nden temin edilmistir, test siirecinde yem ve su ad libitum verilmistir.

3.1.3. Standart Toksin ve Antitoksinler

Vero hiicre analizi ve TNT’ de kullanilan standart toksin ve antitoksinler USDA -

APHIS’ den elde edilmistir. Standart toksin olarak Clostridium septicum alfa toksin
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Intermediary Relending Program (IRP) 628 ve antitoksin olarak Clostridium septicum alfa
antitoksin IRP 600 kullanilmistir.

3.1.3.1. Standart Clostridium septicum alfa Toksinin Hazirlanmasi

Fare TNT icin standart toksin IRP 628 veri sayfasinda 1/20 dilisyonu kullanilmasi
belirtilmektedir. Bu diliisyonu elde etmek i¢in IRP 628’ in 1 ml’ si, 19 ml pepton diluenti ( %1
pepton, %0,25 sodyum klorid, pH 7,2) i¢ine katilarak 1/20’ lik toksin diliisyonu elde edildi.
Takiben agagidaki sekilde;

1 Lo doz = 1.0 ml standart toksin (1/20 diliisyon oraninda) ve 2.0 ml pepton diluenti

1 L+ doz = 1.6 ml standart toksin (1/20 diliisyon oraninda) ve 1.4 ml pepton diluenti

eklenerek karisimlar hazirlanmastir.

Vero hiicre analizi igin standart toksin IRP 628 veri sayfasinda 1/60 diliisyonu
kullanilmasi belirtilmektedir. Bu diliisyonu elde etmek i¢in IRP 628’ in 1 ml’ si, 5 ml EMEM
(Eagle’ s Minimal Essential Medium diluenti) ile sulandirilarak 1/6 lik diliisyon elde edildi.
EMEM; %5 fotal bovin serum (FBS) ve % 0.1 penisilin-streptomisin ile hazirlanmistir. Takiben
1/6’ lik toksin diliisyonunun 0,5 ml’ si, 4,5 ml EMEM ile karistirilarak 1/60 oranindaki diliisyon

elde edilmistir.

3.1.3.2. Standart Clostridium septicum alfa Antitoksinin Hazirlanmasi

Standart antitoksin IRP 600 mililitrede 120 antitoksin tinitesi (AU/ ml) icermektedir.
TNT’ de 1 AU/ml antitoksin igeren diliisyon orani kullanilmistir (USDA-CVB, 2011). IRP 600’
tin 1 ml’ si, 11 ml pepton diluenti ile sulandirilarak 1/12° lik diliisyonu elde edildi. Takiben
1/12’ lik antitoksin dillisyonunun 1 ml” si, 9 ml pepton diluenti ile karistirilarak 1/120 oraninda

1 AU/ml degeri elde edilmistir.

Vero hiicre analizi i¢in standart antitoksinin 0,1 AU/ml diliisyonu kullanilmistir
(USDA- CVB, 2022). Kullanilan standart antitoksin 1 AU/ml oranina kadar ayn1 yontemle
EMEM’ de dilue edilerek hazirlanmistir. Ardindan 0.1 AU/ml oranin1 elde etmek igin, 1 ml
(1/120 oraninda EMEM’ de diliie edilmis IRP 600), 9 ml EMEM ile kanstirilarak 1/1.200
oranindaki 0.1 AU/ ml diliisyon degeri elde edilmistir.
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3.1.4. Vero Hiicre ve Olgunlastirilmasi

Bornova Veteriner Kontrol Enstitii Miidiirliigii hiicre kiiltiirii koleksiyonunda bulunan

Vero hiicrelerinden hazirlanmustir.

Stok hiicreler -70° C” lik derin dondurucuda ya da -196° C’ de sivi azot tankinda
muhafaza edilmektedir. Calismaya baglamadan 6nce 37°C’ de su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir.
Cozdiiriilen hiicre, iginde % 10 FBS’ 1i 6-8 ml EMEM bulunan 25 cm?’ lik doku kiiltiirti
flasklarina alinarak pipetleme islemi ile resiispanse edilmistir. Hiicre igerikli doku kiiltiirii flask1
37° C’ de %5 CO2 li inkiibatorde 4-6 saat inkiibasyona birakildiktan sonra vasatin uzaklastirilip
tekrar 6-8 ml % 10 FBS’ 1i EMEM eklenerek yenilenmesi yapilmistir. Flaskin yiizeyinde
hiicrelerin monolayer halini almasi1 ve olgunlasmasini gdzlemledikten sonra vasat tekrar
uzaklastirilmis ve hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi i¢in 0,5 ml Tripsin- EDTA soliisyonu ile 2-3
kez yikanmistir. Flask ylizeyinden hiicrelerin ayrilmasi saglandiginda % 10 FBS’ 1i EMEM ile
pipetleme yaparak siispansiyon haline getirilmis ve ardindan 75 cm?’ lik doku kiiltiirii flaskina
aktarimi yapilmistir. Hiicrelerin 75 cm?’ lik doku kiiltiirii flaskinda monolayer halini almas1 ve
olgunlagmasi gdzlemlendikten sonra vasat uzaklastirilarak 1,5 ml Tripsin- EDTA soliisyonu ile
2-3 kez yikanmasi yapilip flaskin yilizeyinden ayrilmasi saglanmistir. Flask yiizeyinden ayrilan
hiicrelerin tekrar slispansiyon haline getirilmesi i¢in yeni hiicre vasati eklenerek kullanima hazir

nihai hiicre slispansiyonu elde edilmistir (Phelan ve May, 2017).

Kullanima hazir hale getirilen stok hiicrelerin Neubauer Improved laminda sayimi
yapilip yaklagik 1.0 x 10° — 2.0 x 10° hiicre/ml konsantrasyon oraninda hazirlanarak pleyte

yerlestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1 Tavsan immunizasyon Siireci ve Serum Havuzunun Elde Edilmesi

Her klostridial as1 tirtinii i¢in uluslararasi monograflar dogrultusunda 10 adet 3-6 aylik
saglikli tavsana 21-28 giin ara ile subkutan yolla ve iiriinlerin onaylanmis protokol dosyalarinda
Onerilen dozda 2 asilama yapilmas, ikinci agilamadan 12-14 giin sonra tavsanlari anestezi altina
alarak (1.32 mg/kg ksilazin ve 8.8 mg/kg ketamin hidrokloriir, intramuskuler), kalpten

(Vacutainer 20 G x 1 % ing) igne ile 8-12 ml kadar vakumlu kaolinli serum ayirma tiipiine kan
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almmistir. Kan tiiplerini 20°- 25°C' de 30- 60 dakika bekletip takiben 2.500-3.000 rpm de 10-
20 dakika santrifiijlenerek serumlar1 ayrilmistir. Her hayvanin serumundan esit miktarda
alinarak serum havuzlari olusturulmustur (USDA- CVB, 2011; E.P., 2022). Vero hiicre kiiltiirii
ve fare toksin notralizasyon testleri i¢in ayr1 ayri taksimi yapilan serumlar Sekil 3 te goriilen
planlamaya gore calismak iizere -20°C’ de saklanmistir. TNT’ de serumlarin seyreltilmemis

hali aranan AU/ml seviyesi olarak varsayilip, degerlendirmeye alinmistir.

Vero hiicre nétralizasyon testinde standart antitoksin 0,1 AU/ml’ oraninda
kullanildigindan, tavsan serumunuda o oranda esitlemek icin Orn; serumda 2,5 IU diizeyinde

antitoksin araniyorsa 1/ 2,5 diliie ederek c¢alisma yiiriitiilmiistiir (USDA- CVB, 2022).
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Sekil 3. in vivo (fare) ve in vitro (Vero hiicre hatt1) potens testi gorseli (Ebert ve digerleri,

1999’ dan uyarlanmustir).
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3.2.2. Fare Toksin Nétralizasyon Testi (TNT)

Test igin C.septicum alfa standart toksin ve standart antitoksin pepton diliienti ile
3.1.3.1 ve 3.1.3.2 alt bagliklarinda belirtildigi lizere lotuna 6zgii oranlarda diliie edilmistir.
Standart toksinin Lo ve L+ dozlar1 hazirlanmis ve standart antitoksin mililitrede 1 AU olacak

oranda hazirlanmistir. Takiben testte uygulanacak olan agagidaki karigimlar yapilmistir;
1 hacim Lo doz standart toksin + 1 hacim standart antitoksin,
1 hacim L+ doz standart toksin + 1 hacim standart antitoksin ve

1 hacim Lo doz standart toksin + 1 hacim érnek serum karisimi hazirlanmistir. (Ornek
serumlar aginin {retici firmasi tarafindan belirtilen AU/ml antitoksin diizeyi dikkate alinarak

(6rnegin 2 AU diizeyinde antitoksin aramak icin 1/2 oraninda) diliie edilmistir.

Hazirlanan nihai karisgimlar oda sicakliginda 20-25 °C’ de 1 saat inkiibe edilmistir.
Sonrasinda her karisim grubu icin 5 adet fare olacak sekilde, lateral kuyruk veninden 1 ml’ lik
(25-27 G x 7/8-1 1/4 ing) enjektor kullanilarak 0,5 ml enjeksiyon uygulanmistir. Enjeksiyondan
sonra fareler 48-72 saat gozlem altinda tutulmus ve letalite gosterenler bakimindan sonuglar

kayit altina alinmistir.
Test sonuclar1 agagidaki sekilde degerlendirilmistir;

1 hacim Lo doz standart toksin + 1 hacim standart antitoksin karisimi enjekte edilen 5

adet farenin hepsinin yasamasi,

1 hacim L+ doz standart toksin + 1 hacim standart antitoksin karigimi enjekte edilen 5

adet farenin en az %80’ inin (4 adet fare) 6lmesi

1 hacim Lo doz standart toksin + 1 hacim 6rnek serum karigimi enjekte edilen farelerde
ise serum Orneklerinde asilamayla olusan antitoksin miktarinin, belirlenen toksin diizeyine esit

ya da yiiksek olmasi durumunda 5 adet farenin sag kalmasi gerekir (USDA- CVB, 2011).
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3.2.3. Vero Hiicre Kiiltiiriinde Toksin Notralizasyon Testi

3.2.3.1. Reagentlarin Hazirlanmasi

I. Hiicre Kiiltiirii Vasati (EMEM)

Eagles’ in MEM soliisyonuna kullanim zamaninda L-glutamine 1 ml, 50 ml FBS ve 1

ml penisilin/ streptomisin (50/50) soliisyonu ilave edilir ve karistirilir (USDA- CVB, 2022).

ii. Kristal Viyole (% 0.25)

Distile suyun 1.000 ml’ si i¢inde 2.5 g kristal viyole boyasi soliisyon haline gelinceye
kadar karigtirllarak ¢ozdiiriilmistir (USDA- CVB, 2022).

3.2.3.2. Hiicre Sayimi

Kullanima hazir stok haline getirilen hiicre silispansiyonunun mililitredeki hiicre
yiikiinii 6grenmek i¢in Neubauer improved laminda sayimi yapilmistir. Sayim sonucunda
lamdaki 0,1 mm? hacim igerisinde bulunan ortalama hiicre miktarindan 1 ml’ deki karsiligina
(0, 1 mm® = 0, 1 ul kural) ulasilmas1 hedeflenmistir. Sadece canli hiicrelerin sayilmasi
(morfolojik bozuklugu olan hiicreler ya da maviye boyanan hiicreler 6lii kabul edildi) ve daha
net goriilebilmesi i¢in siispansiyonun, Trypan Blue boyasi ile 1/2 oraninda karigimi hazirlanip,
10 pl hiicre sayim lamui ile 6nceden kapatilmis lamel arasina bosaltilmistir ve mikroskoptaki

goriintlisii Resim 1’ de gosterilmistir (Gunetti ve digerleri, 2012).
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Resim 1. Vero hiicre kiiltiiriiniin Neubauer Improved laminda mikroskobik gériiniimii)

Neubauer Improved lamnin igerisinde Sekil 4> de gosterildigi iizere kenarlari iig ¢izgi
ile cevrili her biri 1 mm? alana sahip 9 biiyiik kare bulunmaktadir. Bu 9 biiyiik kareden, 4 kenar
1 merkez olmak tizere secilen 5 karenin Sekil 5° de gosterildigi gibi bir karenin iki kenar1 sayilir/
diger iki kenar1 sayilmaz kuralina gore hiicre sayim1 yapilmis ve ortalamast alinmistir. Cikan
ortalama say1, hiicre sayim laminin derinligi olan 0,1 mm ile ¢arpilarak ( (1 mm x 1 mm) x 0,1
mm= 0,1 mm?) hacimdeki hiicre sayisina ulagilmistir. Bu 0,1 mm?® degerinin 0,1 pl cinsinden
karsig1 yine ayn1 deger oldugu i¢in, elde edilen sayinin 10* sabit deger ile garpimindan 1 ml

deki hiicre yiikii belirlenmistir (Gunetti ve digerleri, 2012).
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Sekil 4. Neubauer improved laminin 6lgiileri (Counting chambers improved, 2023)’ den

uyarlanmigtir.

* 16 kiiciik kareden olusan 9 biiyiik karenin her birinin alani 1 mm x 1 mm = 1 mm? |

Derinlik: 0,1 mm, 1 biiyiik karenin hacmi (Alan x Derinlik) 1 mm? x 0,1 mm=0,1 mm?, mm?*=
wl, ul x 10.000 = 1 ml
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Sekil 5. Hiicre sayim kural1 gorseli (Gunetti ve digerleri, 2012)  den uyarlanmustir.

3.2.3.3. Hiicre Kiiltiirii Pleyti Hazirlanmasi

Hiicre siispansiyonu sayimi neticesinde bulunan ml’ deki hiicre yiikii degerin, pleytin
kuyucuklarinda en az %90 monolayer kaplanma saglamak igin 1-2 x 10> konsantrasyonuna
%10 FBS’ 1i EMEM ile diliie edilmistir. Ardindan her kuyucuga bu hiicre siispansiyonundan
100 pl koyularak 16-24 saat 37°C’ de %5 COg li inkiibatérde inkubasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda %90- 100 monolayer kaplanmanin tiim kuyucuklarda oldugu onaylanan
pleytler testte kullanilmigtir. Ana hiicre siispansiyonunun kalani sonraki ¢alismalarda
kullanilmak tizere 75 cm?’ lik doku kiiltiirii flaskinda subkiiltiirii yapilip stoklanmistir (USDA-
CVB, 2022).
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3.2.3.4. Diliisyon Pleytinin Hazirlanmasi

C.septicum alfa standart toksin 3.1.3.1 baslig1 altinda belirtildigi oranlara gore EMEM
ile lotuna 6zgii 1/6 seviyesine seyreltilmis, takiben 1/6” lik toksin diliisyonunun 0,5 ml’ si, 4,5
ml EMEM ile karistirilarak 1/60 oranindaki diliisyon elde edilmistir. Ardindan asagidaki

sekilde 5 ayri tiipe daha ileri diliisyonlara ayirip test i¢in hazirlanmistir;

Tiip ( 1/600 diliisyonu) ; 2ml EMEM + 222 uL (1/60 toksin)
Tiip ( 1/550 diliisyonu) ; 2ml EMEM + 245 uL (1/60 toksin)
Tiip ( 1/500 diliisyonu) ; 2ml EMEM + 273 uL (1/60 toksin)
Tiip ( 1/450 diliisyonu) ; 2ml EMEM + 308 uL (1/60 toksin)
Tiip ( 1/400 diliisyonu) ; 2ml EMEM + 353 uL (1/60 toksin)

o > w0 -

Standart antitoksin ise 3.1.3.2 baslig1 altinda tanimlandig1 gibi EMEM ile lotuna 6zgii
1/120 oraninda diliisyonu elde edilmis ve hiicre kiiltiirii pleytine eklemeden hemen 6nce 0,1

AU/ml degeri elde etmek i¢in 10 katli daha diliie edilerek test antitoksini hazirlanmistir.

Bilinmeyen serum 6rnekleri, karsilastiracagimiz Standart antitoksin gibi 0,1 AU/mlI
diizeyinde olacak sekilde diliie edilmistir. Bunun icin asilama ile olusmasi beklenen AU
antitoksin diizeyi (6rnegin 2 AU antitoksin diizeyini aramak i¢in, havuzlanmis bilinmeyen
serum Orneginin EMEM ile 1/20 oraninda diliie edilmesi gibi) diliie ederek teste hazir hale

getirilmistir (USDA- CVB, 2022).

3.2.3.5. Diliisyon Pleytinin Yerlesimi

Yapigma 6zelligi bulunmayan U tabanli bir diliisyon pleyti i¢in hazirlanan Standart
toksin/ antitoksin karigimlari, toksin kontrol, canli hiicre kontrol ve test serumlar1 pleyte Sekil
6’ daki dizayna gore yerlestirilmistir. Her bilinmeyen serum igin ¢aligilan bir pleytte; 1 toksin-
antitoksin kontrol, 1 bilinmeyen serumun kendisi, 1 canli hiicre kontrol ve 1 toksin kontrol

caligilmistir.

Diliisyon pleytinin Sekil 6’ daki planlanmasina gore Standart antitoksin (0,1 1U/ml) 2-
6 ve B-G arasindaki kuyucuklara 100 pl olarak eklenmistir. Pleytin 8-11 ve B-G arasindaki
kucuklarina Vero Hiicre analizi i¢in hazirlanmig bilinmeyen serum diliisyonu 100 pl olarak

yerlestirilmistir. Ardindan 3.2.3.4 baslig: altinda belirtilen kademeli oranlardaki diliie edilen
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standart toksinler, diliisyon pleytinin B-G arasinda kalan 2. siituna 1/600 diliisyonu, 3. ve 8.
stituna 1/550 diliisyonu, 4. ve 9. siituna 1/500 diliisyonu, 5. ve 10. siituna 1/450 diliisyonu, 6 ve
11. siitunlara 1/400 dilissyonu 100° er pl olarak eklenmistir. Her bir toksin diliisyonu igin

sOylenen siitunlarda 6 kuyucuk ¢alisilmistir (USDA- CVB, 2022).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B 0,1 1U/ml seyreltilmis Standart Bilinmeyen serum
antitoksin Her kuyucuga 100 pl
Her kuyucuga 100 pl s =
C L =
=S
D
= = = = = = = = =
) 9 D ) 9 0 0 ) 0
X Y X
E g |2 |2 |8 |2 |[_ |8 |s |8 |2
o o o o o 2 o o o o
i 8 |8 |8 |2 [§ [E5/B |B |2 |8
= S S = S Zg| = = = =
E (@]
G o
'—
H

Sekil 6. Vero hiicre kiiltiirii analizinde diliisyon pleytinin yerlesimi

Pleytin ortasinda 7. siitun B-D arasi canli hiicre kontrolii ve E-G arasi standart toksin
kontrolii i¢in 3’ ser kuyucuk olarak belirlenmistir. Canli hiicre kontrolii i¢in ilgili kuyucuga 200
ul EMEM ve toksin kontrolii i¢in 200 pl 1/60° lik toksin diliisyonu koyulmustur. Ardindan
diliisyon pleyti bir orbital ¢alkaliyicida (80-120 RPM) 20-25° C* de 60+5 dk galkalanarak
inkiibe edilmistir (USDA- CVB, 2022).

3.2.3.6. Diliisyon Pleytinden Hiicre Kiiltiirii Pleytine Yiikleme

Bir giin 6nceden hazirlanmis hiicre kiiltiirii pleyti, CO2’ 1i inkiibatorden ¢ikarilip
kuyucuklarinda % 90-100 monolayer birlesme oldugu mikroskopta goriildiikten sonra vasati
dokiilerek, emici bir kagitla artik sivist uzaklastirilmis ve diliisyon pleytinin her bir
kuyucugundan 100 pl, hiicre kiiltiirii pleyti iizerinde karsilik gelen kuyucuklara aktarilmistir.
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Her bir aktarimda pipet ucu degistirilmistir. Hiicre kiiltliri pleyti lizeri bir pleyt kapag ile
kapatilarak CO2’ 1i inkiibatorde 30-35° C’ de gece boyunca (16-24 saat) inkiibe edilmistir
(USDA- CVB, 2022).

3.2.3.7. Hiicre Kiiltiirii Testinin Yorumlanmasi

Inkiibasyonu tamamlanan test pleyti bosaltilarak emici bir kagitla artik sivisi
uzaklastirilip, her kuyucuga 75 ul kristal viyole eklenerek orbital ¢alkalayicida (80-120 RPM)
20-25°C’ de 5+1 dk calkalanirken inkiibe edilmistir. Sonrasinda hiicre kiiltiirii pleyti steril
distile su ile 3 defa yikanip artik su uzaklastirilarak, canli kalan hiicrelerin resilispansiyonu igin
100 ul izopropil alkol eklenmis ve pleyt orbital galkalayicida (80-120 RPM) 20-25°C” de 5+1
dk tekrar calkalanmustir. islemlerin sonunda tiim pleytler ELISA okuyucuda (BioTek Epoch)
590 nm ile optik dansiteleri okunmustur (USDA- CVB, 2022).

Elde edilen sonuglarin yorumlanmasinda; canli hiicre kontrol kuyucuklarinin (siitun 7,
B-D) ortalama optik dansite degeri (OD)’ si hesaplanmis ve %50 cut off degerini belirlemek
icin ¢ikan ortalama 2’ ye boliinmiistiir. Ardindan standart antitoksinin (siitun 2-6, B-G) ve test
serum numunesinin (siitun 8-11, B-G) bulundugu alanlardaki her bir siitunun ayr1 ayr1 ortalama
OD’ leri hesaplanmistir. Ortalama OD degerleri %50 cut off degerinden biiytik olan siitunlar
“canl1”, %50 cut off degerinden diisiik olan siitunlar “6lii” olarak kabul edilmistir (USDA-
CVB, 2022).

Testin gegerli sayilabilmesi igin; standart antitoksin alanindaki 1/600 oraninda toksin
diliisyon siitunu (siitun 2, B-G)’ den alinan ortalama OD degeri, cut off degerinin iizerinde
olmast, 1/400 oranindaki toksin diliisyon siitunu (siitun 6, B-G)’ den alinan ortalama OD deger,
cut off diizeyi altinda olmasi, toksin kontrol kuyulari (siitun 7, E-G)’ nin ortalama OD
degerinin, 1/400 diizeyindeki toksin diliisyon siitunu (siitun 6, B-G)' nin ortalama OD
degerinden daha diisiik bir ortalama OD degerine sahip olmasi, canli hiicre kontrol kuyulari
(Siitun 7, B-G)’ nin 2.0' dan biiyiik ortalama OD okuma degerine sahip olmasi1 gerekmektedir
(USDA- CVB, 2022).

Bu kriterleri karsilayan gegerli bir test pleytinde, bilinmeyen serum 6rnegine ait son
canli hiicrelerin bulundugu siitunun ortalama OD’ si, standart antitoksinin karsilik gelen son
canli hiicrelerin bulundugu siitunun ortalama OD’ sinden yiiksek ise basarili, eger diistik ise

basarisiz olarak kabul edilmistir (USDA- CVB, 2022).
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3.3. istatistiksel Analizler

Yeni yontem hiicre kiiltiiri notralizasyon testinin, referans yontem fare TNT’ ye gore
validitesini (gecerlilik) gormek icin Duyarlilik (Sensitivite) ve Segicilik (Spesifite)’ leri
incelenmistir. Bu sayede yeni yontemin tiim 6rnekler igcinde ger¢ekten pozitif ve negatif olanlari
ne kadar dogru tespit edip edemedigi dolayisiyla testin gegerliligi belirlenmistir. Bunun i¢in
toplam 6rnek iginden gergekten pozitif olanlardan ne kadarinin pozitif oldugunu; Sensitivite =
Gergek pozitif (GP) / (GP + Yalanci negatif (YN)) X 100 ve toplam ornek iginden gergekten
negatif olanlardan ne kadarinin negatif bulundugunu; Spesifite= Gergek negatif (GN) / (Gergek
negatif (GN) + Yanlis pozitif (YP)) x 100 formiilleri ile hesaplanmigtir (Sengelen, 2015).
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4. BULGULAR

4.1. Vero Hiicre Hatti1 Notralizasyon Analizi Optimizasyon Bulgulari

Calismamizin ~ optimizasyonu ic¢in  Oncelikle hiicre yogunlugunun farklh
konsantrasyonlarda (1 x 10° 1,5 x 10°, 2 x 10° ve deneme amagch 2,2 x 10°ile 2,5 x 10°) pleyt
kaplamalar1 yapilarak incelenmistir. 1 x 10°- 1,5 x 10°ile yapilan kaplamalarda % 90 ve iizeri
dolulukta monolayer kaplanma tam olusmamus, hiicreler aras1 bosluklar goriilmiis ve hiicreler
kuyucugun kenarlarinda toplandigi dikkati ¢ekmistir. Bu hiicre oranindaki hiicre pleytine
dereceli toksin yiiklemesi yapilip inverted mikroskopta incelendiginde yogun toksin
situnlarinda hiicrelerin tamamen 61diigii ve alandaki bosluklarin daha da a¢ildig1 goriilmiistiir.
Kristal viyole ile boyama ve yikama islemi sonrast canli hiicre kalmadigi i¢in boyanin
tutunmadigi, pleyt iizerinde renk gecislerinin gézlenmedigi ve OD okumasi sonucu birbirine

yakin diisiik degerler alarak anlamli bir sonucun ¢ikmadigi goriilmiistiir.

2,2 ve 2,5 x 10° vero hiicre ile kaplanan pleytte monolayer yapinin yine saglanmadig
ve bazi bolgelerde yigilmalar olusarak hiicre yapilarinin da bozuldugu gériilmiistiir. Bu hiicre
pleytlerinin her birine dereceli konsantrasyonlarda toksin yiiklemesi yapilip inverted
mikroskopta incelenmesi yapildiginda, her bir pleytin kendi icindeki kademeli toksinin
hiicrelerde parcalama oranlar1 ve buna bagl hiicreler arasi olusan bosluklar fark edilmistir.
Fakat kristal viyole ile boyama sonrasi yikama islemi yapildiginda hiicre pleytindeki boyanin
tam olarak gitmedigi, gozle goriliir renk degisimi olmadigr ve okunan OD degerlerinin

birbirine yakin (2,6-3,8 arasi) anlamsiz sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Hiicre yogunlugun 2 X 10° ile kaplanmas1 sonrast hem %90 ve iizeri monolayer
kaplanma oldugu goriilmiis hem de dereceli toksin yliklemesi sonras1 yapilan kristal boya ile,
pleytte de toksine bagli hiicre 6liimlerinin arttig1 siitunlarda renk degisimi gézlemlenmistir. OD
degerlerine bakilarak ta pleytteki bu renk gecisini dogrulayan anlamli sonuclar alindigi

gorilmiistiir.

Sonrasinda testin en iyi okuma araligini bulmak i¢in yapilan ¢aligmada ise dalga
boylarindan (405 nm, 450 nm, 490 nm, 550nm ve 590 nm) 590 nm disindakilerin testin kabul

spesifikasyonlarin1 karsilamadig1 anlasilmistir. Bu sebeple tiim testler 2 X 10° oraninda
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kaplanmis hiicre pleytinde gergeklestirilmis ve 590 nm biiyiikliigiindeki dalga boyunda

okumasi yapilmustir.

4.2. Mikroskobik Bulgular

Hiicre stogunun Neubauer Improved laminda sayimi yapildiktan sonra 2x10° oranina
diliie ederek pleytin her bir kuyucuguna 100 pl koyulmus ve 16-24 saat 37°C’ de %5 CO»- li
inkiibatdrde inkubasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda Resim 2’ de goriildiigii gibi % 90-
100 monolayer kaplanmanin tiim kuyucuklarda oldugu goriilen pleytler testte kullanilmistir.

Resim 2. Canli Vero hiicre kiiltiiriiniin mikroskobik gériintimi
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Hiicre pleytine toksin yiiklemesinin kademeli sekilde eklendigi siitunlarda 37°C’ de
16-24 saat %5 CO>’ li etiivde inkiibasyonu sonrasi vero hiicreler mikroskopta incelendiginde
artan yogunluga bagl olarak sitotoksititenin de arttig1, hiicreler arasi sinirlarin kayboldugu,

monolayer yapinin bozularak, aralarinda genis bosluklarin ortaya c¢iktigr gdézlemlenmistir

(Resim 3).

Resim 3. Toksin yiiklemesi sonrasi sitotoksititeye ugramis vero hiicreler

4.3. Vero Hiicre Analizi Bulgulari

Calismamizin konusu olan in-vitro Vero hiicreleri iizerinde toksin nétralizasyon
analizinde, belli konsantrasyonlarda diliisyonlar1 yapilan standart toksinin, 0,1 AU/ml oranda
standart antitoksin ve bilinmeyen test serumu ile yapilan karigimlart sonucunda goriilen toksitite
degerlerinin karsilagtirilmasi yapilmistir. Bu sayede test edilen serum 6rneginin mililitredeki

C.septicum alfa antitoksin diizeyine ‘gecer’ ya da ‘limitin altinda’ olarak karar verilmistir.
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Standart toksinin farkli konsantrasyonlarda oldugu her bir siitunda gézlenen OD degerlerininin
aritmetik ortalamasi, canli hiicre kontrol ve toksin kontrol kuyucuklarinda goriillen OD
degerlerinin aritmetik ortalamasi ile karsilastirildiginda o siitunda olusan toksisite diizeyini
gostermistir. Her test edilen serum Ornegi icin calisilan bir pleytte, canli hiicre kontrol
kuyucuklarinda (7, B-D) goriilen OD degerlerinin aritmetik ortalamasinin yarisi %50 cut off
degeri olarak belirlenmis, standart antitoksin alani (2-6, B-G) ve test edilen serum Ornegi
alaninda (8-11, B-G) her bir dereceli toksin siitunlarmdaki OD degerlerinin (Ornegin; 3 B-G, 8
B-G gibi) aritmetik ortalamasi1 hesaplanmasi sonucu bu degerlerin %50 cut off degeri lizerinde

olanlar1 canli hiicre (CH), altinda olanlar ise 6lii hiicre (OH) olarak adlandirilmistir.

Septicum alfa toksoid igerikli asilar ile elde edilen pozitif serum 6rneklerinde, olusmus
antitoksin diizeyine bagli olarak farkli konsantrasyonlardaki toksinin nétralize edildigi ve
notralizasyon sonucunda canli kalan hiicrelerin kristal viyole ile koyu mavi renk alarak yiiksek
OD degerine (genellikle 1,3 ve iizeri) ulastig1 gozlemlenmistir (Orn; Resim 4, Sekil 7). Yine
ayn1 grup serum Ornekleri iginden, standart antitoksin tarafindaki (2-6, B-G) son canli hiicrenin
bulundugu siitunun toksin derecesine gore, serum Ornegi tarafindaki (8-11, B-G) son canli
hiicrenin bulundugu siitunun daha seyreltik olmasi durumunda test edilen serumun yeterli
limitte olmadig: belirlenmistir (Orn; Sekil 8). Alfa toksoid icermeyen negatif asilarin
serumlarinda ise antitoksin bulunmadigi i¢in, Vero hiicrelerinde toksine bagli 6liim gelismis ve
ilgili kuyucuklarda (8-11, B-G) kristal viyole ile boyanmamasi sebebiyle diisiik OD degeri
(genellikle 0,7 ve altinda) aldiklar1 goriilmiistiir (Orn; Resim 5, Sekil 9). Toksin miktarinin
dereceli artisina orantili olarak canli kalan hiicrelerin azalmasi sonucu boyanmanin yogunlugu

ve OD degerlerinin azaldig1 gézlemlenmistir.

Toksinin en yogun diliisyonunun (1/60) eklendigi ‘toksin kontrol’ gézlerinde canli
hiicre kalmadig i¢in boya tutunamamis ve her pleytin kendi biinyesindeki en diisiik OD’ ler
(0,3- 0,6 aras1) goriilmiistiir (Orn; Sekil 7, 8 ve 9). Canli hiicrelerin kontrolii igin toksin
koyulmayan ve onun yerine EMEM eklenen ‘canli hiicre kontrol’ kuyucuklarinda (7, E-G),
boyanin daha ¢ok canli hiicreye tutunmasi dolayisiyla koyu renk aldigi ve her pleytin kendi

biinyesindeki en yiiksek OD degerleri (2, 2- 2, 9 aras1) gézlemlenmistir (Orn; Sekil 7, 8 ve 9).

C.septicum a-toksoid igerikli bir asida uygun test serumu Resim 4 ve Sekil 7, uygun
olmayan test serumu Sekil 8 ve a-toksoid igermeyen negatif test serumu Orneklerinin Resim 5

ve Sekil 9’ da OD degerleri ile birlikte temsili olarak gosterilmis ve yorumlanmustir.
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Resim 4. Vero hiicre toksin nétralizasyon analizinde spesifikasyonu kargilayan serumun pleyt

gorliinlimil 6rnegi

Cut off: 14418

1 2 8 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B 0,916 ] 0,525 0,643
C 0,613 0,502 0,736
D 0,602 | 0,616 0,763
E 0,409 0,436 0,582
F 0,825 0,670} 0,515 0,898
G 0,774 10,589 ] 0,484 1,414 10,668
H
v v v v v v v v v
2,09 1896 0,877 0,633 0,513 0,462 2,436 2,136 1,546 0,715
(CH) (CH) (OH) (OH) (OH) (CH) (CH) (CH) (OH)

Sekil 7. C.septicum a-toksoid igerikli asi ile elde edilen serumun, Vero hiicre toksin notralizasyon
analizi ile spesifikasyonu karsilar nitelikte oldugunu gosteren OD degerleri (2-6, B-G: Standart toksin-
antitoksin kotrol alami, 8-11, B-G: Bilinmeyen test serumu alani, 7, B-D: Canli hiice kontrol, 7, E-G:
Toksin kontrol: 0,462, Cut off: 1,418)
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Cut off: 1,388

A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,434
0,574
0,432
0,476
0,513
0,527

I o mm| 0OO|m| >

v v v v v v Voo v
2,198 1963 0981 0,726 0584 0510 1,677 1105 0,684 0,492

(CH) (CH) (OH) (OH) (OH) (CH) (OH) (OH) (OH)

Sekil 8. C.septicum a-toksoid igerikli as1 yoluyla elde edilen serumda, Vero hiicre toksin notralizasyon
analizinde antitoksin miktarinin yeterli limitte olmadigin1 gésteren OD degerleri (2-6, B-G: Standart
toksin- antitoksin kotrol alani, 8-11, B-G: Bilinmeyen test serumu alani, 7, B-D:Canli hiicre kontrol, 7,
E-G: Toksin kontrol: 0,510, Cut off: 1,388)

Resim 5. Vero hiicre toksin nétralizasyon analizinde C.septicum igermeyen negatif serum rneginin

pleyt goriiniimii

37



Cut off: 1,316

1 2 e 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B 0,935 | 0.694 | 0,619 0,504 | 0521 | 0.451 [ 0,455
C 0,997 | 0682 | 0,528 0,623 | 05410312 0,547
D 0,738 | 0,708 0,542-0,591 0,607 | 0,426 | 0.420
E 1101 0,892 | 0524 | 0,428 | 0,532 | 0.653 | 0.437] 0,373
F 1186 | 0,712 | 0637 | 0,547 | 0,427 | 0.324 | 0,529 | 0,544
G 0934|0763 0,562 {0,371 | 0.642 | 0,521 | 0,614 | 0,382
H ] B
N 2 R T
2084 1,913 0982 0,742 0560 0448 0553 0528 0462 0,455
(CH) (CH) (OH) (OH) (OH) OH) (OH) (OH) (OH)

Sekil 9. Vero hiicre toksin nétralizasyon analizinde, C.septicum o-toksoid icermeyen negatif a1 ile elde
edilen serumda belirlenen OD degerleri (2-6, B-G: Standart toksin- antitoksin kotrol, 8-11, B-G:
Bilinmeyen test serumu, 7, B-D:Canli hiicre kontrol, 7, E-G: Toksin kontrol: 0,448 , Cut off: 1,316)

4.4. TNT ve Vero Hiicre Toksin Notralizasyon Sonuc¢larimin Karsilastirilmasi

Inaktif multivalan Clostridirum septicum icerikli asilarla ve bu komponentten yoksun
clostridial ya da clostridial olmayan asilarla (septicum negatif as1) tavsanlarin immunizasyona
alinmas1 sonrasi serumlar elde edilmistir. Bu serumlar ile yapilan TNT ve Vero hiicre kiiltiirii

metod sonuglar1 detayli olarak Tablo 2’ de Karsilastirilmistir.

Test edilen limit spesifikasyonu karsilamasi esas alinarak, igerisinde C.septicum
antijeni bulunan 20 asmin 16 tanesinin referans metod ile uygun sonug verdigi, 4 asinin (8, 13,
15 ve 17 nolu agsilar) ise beklenen limit diizeyleri karsilamadigi goriilmiistiir. Onaylanmis
protokol dosyalar1 ve uluslararas: klavuzlara gore segilen limit diizeylerin 1-3 IU/ml arasinda
degistigi goriilmektedir. Alternatif hiicre kiiltlirli metodunun uygulanmasi sonucunda da
referans kabul edilen toksin nétralizasyon metodunun sonuglarinit dogrular sekilde 16 asinin
gecer kabul edilen limit diizeyleri karsiladigi ve yine 4 ayn1 asida ise beklenen diizeyde yanit

alinmadig1 gozlenmistir. Benzer sekilde icerisinde C.septicum antijeni barindirmayan agilarda
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da her iki metod ile ayni yonde negatif sonug elde edilmistir (Tablo 2). Antijen barindirmayan

asilar piyasadaki en kii¢iik antitoksin varligi (1 IU/ml) esas alinarak test edilmistir.

Tablo 2. TNT ve Vero hiicre kiiltiirii toksitite analizi ile test serumlarindan alinan sonuglarin

karsilastirilmast
C.septicum
Serum Kombinasyon Alfa Toksoid | TNT (IU/ml) Vero (IU/ml)
No Spesifikasyon
Degeri
1 7’ 1i polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
2 6’ 11 polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
3 10’ lu polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
4 8’ li polivalan as1 > 1 1U/ml Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
5 8’ li polivalan as1 > 1 1U/ml Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
6 4’ 1t polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
7 5’ li polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
8 7’ li polivalan sahte as1 >2,51U/ml Limit altinda Limit altinda
9 8’ li polivalan as1 >1,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
10 5’ 1i polivalan as1 >3 1U/ml Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
11 6’ 11 polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ geger
12 8’ li polivalan as1
(A Asist, limiti gegen seri) | >2,5 IU/ml | Limit esit/ gecer | Limit esit/ geger
13 8’ li polivalan as1
(A Asist, limiti >2.51U/ml Limit altinda Limit altinda
karsilayamayan seri)
14 8’ li polivalan as1 >2.51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
15 9’ lu polivalan as1 >2,51U/ml Limit altinda Limit altinda
16 8 1i polivalan as1 >2.51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
17 10’ lu polivalan as1 >2,51U/ml Limit altinda Limit altinda
18 10’ lu polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
19 5’ 1i polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
20 6’ 11 polivalan as1 >2,51U/ml | Limit esit/ geger | Limit esit/ gecer
21 4’ 1i Clostridial Ast Septicum Deger Deger
negatif bulunmadi bulunmadi
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22 2 li Clostridial ve Septicum Deger Deger
Corynebacterium Asisi negatif bulunmadi bulunmadi

23 Mastitit asist Septicum Deger Deger
negatif bulunmadi bulunmadi

24 E. coli asis1 Septicum Deger Deger
negatif bulunmadi bulunmadi

25 Negatif tavsan serum Septicum Deger Deger
negatif bulunmadi bulunmadi

26 3’ lii Clostridial As1 Septicum Deger Deger
negatif bulunmadi bulunmadi

27 2’ li Clostridial As1 Septicum Deger Deger
(X Astst) negatif bulunmadi bulunmadi

28 2’ li Clostridial As1 Septicum Deger Deger
(Y Astst) negatif bulunmadi bulunmadi

29 2’ 1i Clostridial As1 Septicum Deger Deger
(Z Asist) negatif bulunmadi bulunmadi

30 Hiprobovis somni ve Septicum Deger Deger
Mannhaemia haemolytica negatif bulunmadi bulunmadi

Asisi

Referans yontemin sonuclart dikkate alinarak, beklenen diizeyde antikor yanit1 veren

(pozitif kabul edilen) drnekler ile yetersiz yanit alinan ve hi¢ antijen barindirmayan (negatif

bulunan) as1 sayilar1 iizerinden alternatif yontemin sensitivite (duyarlilik) ve spesifitesi

(secicilik) hesaplanmistir. Buna gore tiim 6rneklerdeki gergek pozitif 6rnek sayisi ona alt1 ve

gercek negatif ornek sayisi ise on dort olarak belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii metodunun

sensitivitesi = 16/ (16+0) x 100 = % 100 ve Spesifitesi = 14/ (14+0) x 100 = %100 olarak

bulunmustur. Mevcut sonuglar calisilan Ornekler arasinda alternatif yontemin yiiksek bir

duyarlilik ve secicilik gosterdigine isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Ilk defa Russel ve Burch’ i 1959 yilinda one siirdiigii 3R ilkelerinin (Hayvan
testlerinin alternatifi ile Degistirilmesi, Azaltilmas1 ve lyilestirilmesi) ortaya ¢ikmasi ile birlikte
deney hayvanlari kullaniminda cesitli yasal diizenlemeler de gelistirilmeye baslanmistir.
Avrupa tilkeleri 1986° da hayvan refahinin artmasi ve ortak pazara uyumlu tirtinlerin ¢ikarilmasi
icin “Deneysel ve Bilimsel Amaglarla Kullanilan Omurgali Hayvanlarin Korunmasi” na iligkin
86/609/EEC sayili direktifi imzalamigtir. Direktif laboratuvar hayvanlarinin kullaniminda
iyilestirmelere ve hayvanlardan sorumlu uygulayict ve bakicilarin asgari standartlarda
egitilmesine ve yapilan testlerin izlenebilirligini vurgulamaktaydi. Uzun siire devam eden
revizyonlar sonucunda 22 Eyliil 2010 tarihli ve 2010/63/EU sayili yeni direktif Avrupa Birligi
resmi gazetesinde yayimlanmistir (Kang ve digerleri, 2022; Hartung, 2010).
Yonerge, pazarlama izni sahiplerinin, asi, ilag ve biyolojik tiriinlerin gelistirilmesi, iretimi ve
test edilmesinin tiim asamalarinda hayvanlara yapilan miidahaleler i¢cin 3R' leri ve refah
standartlarin1 entegre etmelerini gerektirmekte, miimkiin olan tiim hayvan arastirmalarini
hayvansal olmayan yontemlerle degistirmeyi hedefleyerek bilimsel aragtirmalarda hayvanlari
korumay1 amaglamistir (European Medicines Agency [EMA], 2023). Ulkemizin de Avrupa
Birligi tiyelik siirecinde olmasi nedeniyle iiye iilkelerin uymakla yiikiimli olduklar
2010/63/EC direktifinin ilgili kisimlar1 da 13.12.2011 tarihli ve 28141 say1li Resmi Gazete’ de
yayimmlanan Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar i¢in Kullanilan Hayvanlarin Refah ve

Korunmasina Dair Yonetmelik ile uyumlu hale getirilmistir (Tarim ve Orman Bakanligi, 2023).

Yapisal bakimdan bu diizenlemeler yapilirken, diger yandan konu iizerinde ¢esitli
isbirligi programlar1 diizenlenmistir. NICEATM ve ICCVAM tarafindan 2010 yilinda
diizenlenen uluslararasi bir ¢alistayda, 3R konseptinin uygulanmasina yonelik oncelikli asilar
listesi tanimlanmistir. Bu listenin iginde yer alan klostridial asilarin diinyada en ¢ok satilan
ruminant asilar1 arasinda oldugu bilinmektedir (Romberg ve digerleri, 2012). S6z konusu
asilarda {iretim ve kontrol siirecinde ¢ok sayida deney hayvami kullanilmaktadir. Coklu
kombinasyonlar seklinde iiretilen klostridial asilarin potensinin belirlenmesinde her bir
komponent i¢in ayri bir TNT yapildigindan kullanilan deney hayvani sayilari daha da
artmaktadir. Bu uygulamalarin hayvanlarda aci ve 1zdwrap olusturmasi yaninda,

tekrarlanabilirliginin giic olmasi ve biyolojik bir risk yaratmasi dikkate alindiginda in vitro
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prosediirlerin gelistirilmesi ve dogrulanmasina duyulan oncelik ortadadir. Bu yaklasimla C.
septicum toksoid igeren klostridial asilarin potensinin belirlenmesinde standart yontem kabul
edilen, ¢ok sayida test hayvani kullanimi ve letalitesine dayali TNT yerine, toksinin hiicre
hatlarinda yarattig1 sitotoksik etkinin nétralizasyonunu esas alan in vitro bir prosediiriin
uygulanabilirliginin arastiritlmasi, hem as1 tlirliniin hayvan saglhiginda yaygin kullanimi ile
olusan oncelige, hem de uluslararast monograflardaki beklentilere karsilik vermesi bakimindan
onemlidir. Pek ¢ok klostridial antijen iizerinde odaklanmis in vitro metotlarin uygunabilirliginin
arastirtlmasina yonelik ¢alismalar bu yaklasimi desteklemektedir (Razak ve digerleri, 2023;

Romberg ve digerleri, 2012).

Hiicre hatlar1 tizerinde, toksinlere duyarli hiicrelerin belirlenmesi konusunda gesitli
arastirmalar yapilmistir.  C. perfringens, C. septicum ve C. novyi toksinlerinin nétralizasyon
testlerinde hiicre kiiltiiri yontemlerinin duyarliliklarinin arastirildig: bir caligmada Knight ve
arkadaslar1 (1990); Madin-Darby kopek bobregi hiicrelerinin (MDCK) C. perfringens epsilon
toksini i¢in hassas ve spesifik oldugunu, Afrika yesil maymun bobrek hiicresinin (Vero) ise C.
septicum alfa toksin ve C. novyi tip B alfa toksin i¢in en uygun hiicre hatt1 oldugunu ortaya
koymuslardir. Duyarl hiicre hatlar1 {izerinde ¢esitli arastirmacilarin verileri de bu sonuglari
destekler niteliktedir (Borrman ve Schulze, 1999; Huang ve digerleri, 2023; Jeong ve digerleri,
2020; Kaushik ve digerleri, 2019). ilk defa 1960’1 yillarda Afrika yesil maymununun
(Cercopithecus aethiops) bobreginden elde edilen Vero hiicreleri, aragtirmalarda en yaygin
kullanilan memeli siirekli hiicre hatlarindan biridir. Virolojik, bakteriyel ve paraziter ¢alismalar
yaninda molekiiler diizeyde ¢esitli kimyasallar, toksinler ve diger substanslarin etkilerinin
arastirilmasinda kullanim bulmaktadir (Ammerman ve digerleri, 2008). Bu ¢alismada mevcut
literatiire uygun olarak Vero hiicre kiiltiirleri kullanilmigtir. Clostridium septicum alfa toksin
Vero hiicrelerinde por olusumuna neden olarak hizli bir sekilde hiicrelerin 6liimiine yol
agmaktadir (Chakravorty ve digerleri, 2015). Hiicre kiiltiirii plakalarinda 6len hiicreler yikama
sirasinda uzaklastirilmaktadir. Kullanilan boya plakaya bagli olan canli hiicrelerin protein ve
DNA yapilarina baglandigindan, boyanma yogunlugu plakaya tutunmus canli hiicre biyokiitlesi
ile korelasyon gdsteren bir absorbansa neden olur (Feoktistova ve digerleri, 2016; Ishiyama ve
digerleri, 1996). Bu da dolayli olarak islem sirasinda plakaya uygulanan toksinin serumda
bulunan antitoksin tarafindan noétralizasyon diizeyine isaret eder ve referans bir antitoksin

diizeyine kars test edilerek potens olarak belirlenebilir.

Farkli klostridial antijenleri hedef alan, toksine duyarli hiicre hatlar1 iizerinde alternatif

in vitro metot gelistirme ¢alismalarindan elde edilen sonuglar, konvansiyonel TNT metoduna
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gore paralel titreler elde edildigini, yiliksek bir korelasyon gozlendigini, uygulanan metotlarin
sensitivite ve spesifitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Souza Junior ve digerleri (2010),
Clostridium perfringens tip D epsilon toksininin in vivo uygulanmasi ile in vitro MDCK hiicre
hatlar1 iizerinde caligilmasi arasinda farklilik olmadigini, sonuglarin paralellik gosterdigini ve
iki metot arasindaki korelasyon katsayisinin yiiksek oldugunu (r=0.98) gdzlemlemislerdir.
Borrman ve digerleri (2006) yaptiklar baska bir ¢alismada ise iki farkli a1 (A ve B) ile elde
edilen toplam 113 adet tavsan serumunun MDCK hiicre hatt1 tizerinde Clostridium perfringens
tip D epsilon toksinine karsi antikor miktar1 hesaplanmis ve ¢ikan sonuglar Paul Ehrlich
Enstitiisiiniin ¢aligsma sonuglari ile karsilagtiritlmistir. Bu ¢alismada korelasyon Katsayilari biraz
daha diisiik olmakla birlikte (serum A i¢in 90 6rnekte r = 0.60, serum B i¢in 23 6rnekte r =
0.72), iki metot arasindaki korelasyon istatistiksel olarak 6nemli (p< 0.01) bulunmustur. Yine
ayni arastirmacilarin tavsan serumunda C. novyi tip B alfa antitoksin diizeyi tlizerindeki Vero
hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢aligma sonuglari da bunu destekler niteliktedir. Vero hiicre
kiiltiirlinden alinan titre degerlerinin seri sebest birakmay1 yapan resmi otorite sonuclar ile
karsilastirdiklarinda caligilan farkli serum 6rneklerinde TNT testi sonuglarina paralel yonde
(serum A i¢in 69 ornekte r=0.8, serum C igin 40 6rnekte r=0.89 ve serum D i¢in 15 6rnekte r=
0.9) sonuglar alindigin1 gézlemlemislerdir. Bir bagka aragtirmada Salvarani ve digerleri (2013)
tavsan serumunda epsilon antitoksin titresinin MDCK hiicrelerinde yapilan seronétralizasyon
sonuglarinin fare toksin nétralizasyon test sonuglari ile kuvvetli bir korelasyon (r= 0.997, p<
0.05, n=7) gosterdigini tespit etmislerdir. Benzer yonde sonuglar Vero hiicre kiiltiirii ile
Salvarani ve digerleri (2010) tarafindan Clostridium septicum alfa toksin (r=0.99, p<0.05, n=9),
Lima ve digerleri (2011) tarafindan Clostridium novyi tip B alfa toksin (r> 0.98) i¢in de
bildirilmistir. Daha yakin bir zamanda Arslan ve Erbas (2023) Clostridium perfringens epsilon
antitoksin yoniinden asilanmig 21 tavsan serumu ile gergeklestirdigi TNT ve MDCK hiicre
analizleri arasindaki korelasyonun oldukga yiiksek oldugunu (r=0.952, p<0.01 ) belirtmisler,
seri sebest birakma testleri icin hiicre kiiltiirii yontemletinin basariyla kullanilabilecegini dile
getirmislerdir. Ayrica alternatif metotlarin gelistirilmesi ve validasyonu konusunda uluslararasi
isbirligi ¢alismalar1 da gerceklestirilmektedir. Bu yonde yapilan bir isbirligi ¢alismasinda
Clostridium septicum asilarmin kontroliinde, Vero hiiclerinde toksitite analizinin, toksin
noétralizasyon testine benzer sonuglar verdigi (r= 0.99) goriilmiistiir (Sinitskaya ve digerleri,
2015). Sadece asilama sonucu serumda ortaya ¢ikan antitoksin diizeyinin belirlenmesi degil,
toksinin giicii ve toksoidin antijenitesinin belirlenmesinde de hiicre kiiltiirii metotlarinin faydali
olabilecegi goriilmiistiir. Ulkemizden de as1 kontrolii konusunda referans Enstitiiniin (Bornova

Veteriner Kontrol Enstitiisii ) dahil oldugu 7 iilkeden 11 laboratuvarin katildigi C.septicum
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toksinin minimal letal dozu (MLD) ve C.septicum toksoidinin total kombine giicii (TCP)
konusunda Vero hiicre kiiltiirlerinin farelerden 1000 kat daha duyarli oldugunu ve log
dontstiiriilmiis degerler bazinda MLD analizleri i¢in r=0.961, TCP analizleri i¢in r=0.968
korelasyon gozlendigi ve Vero hiicre Kkiiltiirlerinin fare testlerine alternatif olabilecegini
belirtmisleridir (Dass ve digerleri, 2020). Yapilan bu g¢alismalarin sonucunda elde edilen
korelasyonlarin degismesine ragmen, TNT ve hiicre hatt1 testleri arasindaki iliskinin kuvvetli
oldugunu ve buna bagli olarak farkli klostridial komponentlerin uygun hiicre hatlarinda
uygulanan nétralizasyon testlerinin basarili bir sekilde kullanilabilecegi goériilmektedir. TNT
gibi metotlar bir limit spesifikasyona gore (6rnegin; > 2,5 IU/ml’ye esit, geger ya da < 2,5 U/
ml limit altinda kalir) dizayn edilerek gergeklestirilmektedir. Serumdaki kesin antitoksin
diizeyinin bulunmasi icin ¢ok sayida test yapilmasina ihtiyac¢ vardir. Bu da kullanilan hayvan
sayisinin daha da artmasina yol agmaktadir. Bu ¢alismada serumlar spesifikasyon limiti olarak
aliman bir smnir degere gore test edilmis ve seri serbest birakma diizeyini karsilayip
karsilamadig1 degerlendirilmistir. Bu yaklagim, iiretici ya da kontrol otoritesinin as1 kontrotinde
kullandig1 bir prosediirdiir. Bu nedenle iki degiskenin kantitatif verilerine dayanan ve bu iki
degisken arasindaki iliskinin yonii ve kuvvetini sergileyen korelasyon analizi (Stimbiiloglu ve
Stimbiiloglu, 2021; Kocagaliskan ve Akanil Bing6l, 2021) bu ¢alismada kullanilamamustir.
Bunun yerine referans metot olan TNT sonuglarina gore hiicre kiiltiiriinde gecer ya da kalir
olarak alinan sonuglarin sensitivite (duyarlilik) ve spesifitesi (secicilik) belirlenmistir. Bu
yaklagim bir metodunun gergek pozitif (sensitivite) ve gercek negatif (spesifite) sonug verme
yetenegini ifade etmektedir (Sengelen, 2015). Bu calismada 20 adet Clostridium septicum
igeren asidan elde edilen tavsan serumunun TNT sonuglarina gore 16 tanesi limit degeri karsilar
(geger), 4 tanesi limit degerin altinda (kalir) ve 10 adet bu antijenden yoksun as1 ile elde edilen
tavsan serumlart “deger bulunmadi” olarak sonuglari tespit edilmistir. Vero hiicre hatti
noétralizasyon metodunda pozitif ve negatif alinan sonuglar tamamen toksin noétralizasyon
testine paralel (20 adet C.septicum pozitif agidan ayni 16 tane as1 “limit esit ya da geger” , kalan
4 pozitif ag1 “limit altinda” ve 10 adet C.septicum negatif 6rnek hiicre kiiltiirii testinde ayni
sekilde “deger bulunmadi” ) olarak sonu¢ alinmistir. Buna gore hiicre kiiltiirii analizinin
sensitivite ve spesifitesi %100 olarak belirlenmistir. Bu da asilanan hayvanlarda C.septicum
antitoksin diizeylerinin test edilmesinde Vero hiicre kiiltiiriinlin spesifikasyon limitlerinin

karsilanmas1 bakimindan dogru sonuglar veren bir analiz yontemi oldugunu gostermektedir.

Hiicre kiiltiirii testlerinin validasyona uygun prosediirler olmasi yaninda test

ortamlarmin kontrol edilebilmesi, metot optimizasyonlarinin saglanabilmesi ve deney
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hayvanlarmin bireysel durumuna bagli degiskenliklerin test sonuglarini degistirebilmesi
ihtimalinin minimum olmasi sebebiyle in vivo yontemlere kiyasla daha avantajlidir. Ayrica
ELISA gibi antijen-antikor tabanli testlere gore de bazi avantajlara sahiptir. ELISA gibi
serolojik analizlerde immunglobulinlerin hedef antijene spesifik olmayan baglanmalari
neticesinde yalanci pozitif ya da negatif reaksiyonlarin test sonug¢larmi degistirme
olasiliklarinin bulundugu bilinmektedir. Bu tip yalanci reaksiyonlarin niine gegmek igin ileri
saflastirma tekniklerine gidilmesi gerekmektedir. Hiicre hatlar1 {izerinde yapilan toksin
notralizasyon testlerinin serolojik test prosediirlerine kiyasla ileri saflagtirnllmis ya da
standardize edilmis antijen ve antikorlara ihtiya¢ duymadan toksin ve antitoksinin TNT ile
benzer sekilde hazirlanarak hiicre iizerinde uygulanabilmesi gibi 6nemli bir avantaja sahiptir
(Romberg ve digerleri, 2012). Duyarlilig1 degisebilmekle birlikte toksin, hayvan bedenindeki
davranigina benzer sekilde hiicre hatlar1 tizerinde toksisite sergilemektedir. Bu da referans
metoda benzer bir yaklasimla test sonuc¢larinin degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir.
Yalanci reaksiyonlarin olmamasi 6nemli bir avantajdir. Bu c¢alismanin sonuglarinda da
goriildiigii gibi negatif test serumlardan yalanci pozitif reaksiyon olugmadigi, konvansiyonel
yontem ile karsilastirma neticesinde dogrulanmustir. in vivo metotlardan in vitro metotlara
dontisiim ayrica 4R prensipleri dogrultusunda hayvan denemelerinin azaltilmasi, zaman ve

maliyet giderlerinin azaltilmasi bakimindan da 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Clostridium septicum gevis getiren hayvanlarda, atlarda, domuzlarda, fillerde ve
kanatlilarda neden oldugu malign 6dem, travmatik ya da atravmatik gazli gangren, yumusak
dokularda (6zellikle kaslarda) nekroz sebebiyle siklikla ani 6liime neden olan genis bir konake1
araligina sahiptir. Sahip oldugu bu genis konakcilar sayesinde dogada hemen heryerde
bulunabildiginden ekonomik degeri olan ruminantlarda bulasma olasilig1 yiiksek olmaktadir.
Genelde ani Oliimle sonuglanan bir patogeneze sahip oldugu i¢in hastaliktan sakinmada
profilaktik tedbirlerle birlikte, Clostridium septicum alfa toksoid igerikli asilarin kullanimi
yaygindir. Clostridial asilarin potensi, bagisikliga alinan tavsanlarin serumlarinda olusan
spesifik antitoksin seviyesinin, limiti bilinen standart toksini nétralize etmesi ve toksinin
farelerde 6liime sebebiyet verip vermemesi ile ortaya ¢ikan sonuglarin degerlendirildigi bir test
metotudur. Tim dinyada tiretici ve yetkili otoriteler tarafindan bilinen hassasiyet ve
giivenilirligi sayesinde kullanim bulmasina ragmen bu testlerde ¢ok sayida deney hayvaninin
kullanimi ve sonuglarin letaliye gore degerlendirilmesi bioetik bulunmamaktadir. Bu sebeple
in vivo yontemlerin yerine, optimizasyonu kontrol edilebilen laboratuvar kosullarinda,
spesifitesi ve sensitivitesi yiiksek, validasyona uygun, hizli ve giivenilir sonuglar veren

metodlarin gelistirilmesi ve uygulamaya aktarilmasi arzulanmaktdir.

Bu amag¢ dogrultusunda yapilan cesitli ¢alismalar arasinda, toksinlere spesifik
hiicrelerin belirlenmesi iizerinde denemeler yapilmis ve hiicre hatlarinda olusan, toksine 6zel
sitotoksititenin in vivo metotlara gore alternatif olabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Bu
yaklagimla, C.septicum toksinin Vero hiicreleri tizerindeki spesifik toksititesi dikkate alinarak,
astlanmig tavsan serumlarindaki antitoksinin diizeyinin belirlenmesinde bu hiicre hatti tizerinde
calisilmistir. Ayni tavsan serumu ile yapilan fare TNT sonuglari ile karsilastirildiginda Vero
hiicrelerinde yapilan testin yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip oldugu goriilmiistiir. S6z
konusu alternatif metodun zaman ve maliyet yoniinden avantajlar1 yaninda, TNT’ ye benzer
prosediirle reaktiflerin hazirlanmasi, yalanci reaksiyona neden olmamasi, dogru ve giivenilir
sonuglar vermesi bakimindan avantajlara sahiptir. Ancak plakaya yerlestirilen Vero hiicre
yogunlugu ile gelisen toksisite arasinda bir iligki olabilecegi gbz éniimde tutulmali ve metot

optimizasyon kosullar1 ayni plakada ¢alisilan referanslarla dogrulanmalidir. Ayrica laboratuvar
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kosullarinda toksinle yapilan islemlerin artisina bagli olarak c¢evre ve uygulayiciya olast

biyorisk 6nlemlerinin artirilmasi gerekmektedir.
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