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ÖZET 

 

Bu çalışmada, koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığına karşı alüminyum 

hidroksit ve Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) adjuvantları kullanılarak üretilen 

aşıların kobaylarda oluşturduğu bağışıklık düzeyleri karşılaştırıldı.   

C. oedematiens tip A (UK) suşu kullanılarak toksoid üretildi. Alüminyum hidrokside 

adsorbe edilmiş ve PLGA (laktid/glikolid oranı: (50/50), moleküler ağırlık: 30.000-60.000 

dalton) ile enkapsüle edilmiş toksoid aşılar hazırlandı. PLGA partikülleri içerisine 

toksoidin enkapsülasyonu çift emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemiyle yapıldı. 

Enkapsülasyon işleminde toksoidin yapısının korunması için trehaloz ve Mg(OH)2 

kullanıldı. Enkapsülasyon işlemi sonunda protein antijenin yaklaşık % 88 oranında 

mikrosferler içerisine yüklendiği tespit edildi. Aşıların oluşturduğu bağışıklık düzeyini 

belirlemek için erkek kobaylar kullanıldı. Her biri 10 kobaydan oluşan 3 grup oluşturuldu. 

Birinci gruptakilere 21 gün arayla çift doz (2 ml+2ml) alüminyum hidroksitli aşı, ikinci 

gruptakilere PLGA mikrosferli aşı tek doz (2 ml) ve üçüncü gruptakilere PLGA mikrosferli 

aşı yarım doz (1ml) derialtı yolla verildi. Birinci gruptaki kobaylardan rapel aşılamadan, 

ikinci ve üçüncü gruptaki kobaylardan tek doz aşılamadan  sonraki 15., 30. ve 45. günlerde 

kan örnekleri alınarak havuzlanmış serum örnekleri elde edildi. Kan serumlarındaki antikor 

düzeyi fare TNT (Toksin Nötralizasyon Test) ile belirlendi. Tek doz mikrosferli aşı ile çift 

doz alüminyum hidroksitli aşı uygulamalarından  sonraki 30. ve 45. günlerde aynı düzeyde 

antikor (8 IU/ml) saptandı. Ancak 15. günde çift doz alüminyum hidroksitli aşının antikor 

düzeyi 4 IU/ml iken, tek doz PLGA mikrosferli aşının antitor düzeyi 2 IU/ml olarak 

bulundu. Yarım doz PLGA mikrosferli aşı verilen kobaylarda yeterli düzeyde (antikor 

titresi˂2.5 IU/ml) bağışıklık elde edilemedi. Bu çalışmanın sonuçları tek dozlu veteriner 

aşılarının geliştirilmesinde PLGA biyopolimerinin kullanılabileceğini göstermektedir. 

Ancak aşı geliştirme çalışmalarında farklı polimer tipi ve enkapsulasyon yöntemleri 

kullanılarak daha geniş kapsamlı çalışmaların yapılması gerekmektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: C. oedematiens, Aşı, Adjuvant, PLGA, Alüminyum Hidroksit  
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SUMMARY 

 

Investigation of Adjuvant Effect of Poly(D, L-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) 

Biopolymer in the Production of Bacterial Vaccine 
 

In this study, immunity levels  of  the vaccines produced by using aluminum 

hydroxide and Poly (D, L-Lactic-Co-Glycolic Acid) (PLGA) adjuvants against  infectious 

necrotic hepatitis of sheep were compared in guinea pigs. 

Toxoid was produced by using C. oedematiens type A (UK) strain. Toxoid vaccines 

adsorbed onto aluminum hydroxide and encapsulated in PLGA (lactide/glycolide ratio: 

(50/50), molecular weight: 30,000-60,000 dalton) were prepared. Encapsulation of toxoid  

in PLGA particles was performed by double emulsion solvent evaporation method. 

Trehalose and Mg(OH)2 were used to protect the toxoid structure in the encapsulation 

process. At the end of the encapsulation process, the loading capacity of protein antigen 

into the microspheres was found to be approximately 88%. Male guinea pigs were used to 

determine the immune response to vaccination. Animals were divided into 3 groups with 

10 in each group. The first group received double dose aluminum hydroxide-adsorbed 

vaccine (2 ml + 2 ml)  with 21 days intervals, the second group received a single PLGA 

microsphere vaccine (2 ml) and the third group received a half dose PLGA microsphere 

vaccine (1 ml) subcutaneously.  At 15th, 30th and 45th days after booster dose in the first 

group and a single dose in the other groups, blood samples were taken and pooled serum 

samples were obtained. Antibody levels in the pooled serum samples were determined by 

the mouse TNT (Toxin Neutralization Test). The same antibody level (8 IU /ml) was 

determined at 30th and 45th days after vaccination with double dose aluminum hydroxide-

adsorbed vaccine and a single dose PLGA microsphere vaccine. However, on day 15, the 

antibody level of the double dose aluminum hydroxide-adsorbed vaccine was 4 IU/ml and 

the antibody level of the single dose PLGA microsphere vaccine was found to be 2 IU/ml. 

A half dose of PLGA microsphere vaccine did not produce a sufficient immun response 

(antibody titer ˂ 2.5 IU/ml). The results of this study show that PLGA biopolymer can be 

used in the development of single dose veterinary vaccines. However, more extensive 

studies should be done by using different polymer types and encapsulation methods in 

vaccine development studies. 

 

Keywords: C. oedematiens, Vaccine, Adjuvant, PLGA, Aluminum Hydroxide 
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KISALTMALAR 
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TNT    : Toxin Neutralization Test  
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1. GİRİŞ 

 

1.1. Bağışıklık 

 

 Bağışıklık, vücuda giren veya verilen yabancı maddelere (mikroorganizma, toksin, 

toksoid, protein, polisakkarit vs.) karşı vücudun savunma sistemleri ile karşı koyması, 

kendini koruması ve zararlı maddeyi yok etmesi olarak tanımlanabilir (Arda vd., 1994). 

Canlıların savunma mekanizması “kendinden olmayan” organizma ve molekülleri kendi 

vücuduna ait “ kendinden” olan ile ayırt edebilme yeteneğine sahiptir.  Organizma 

kendinden olmayan yabancı maddeleri yok etmek için savunma sistemi hücrelerini 

kullanmaktadır (Doan vd., 2017). Vücutta bağışık yanıtın ortaya çıkmasına neden olan 

organizma ve moleküllere antijen adı verilir. Mikroorganizmalar (bakteri, virüs, mantar ve 

parazit) ve bazı moleküller (protein, polisakkarit gibi) antijenik özelliğe sahiptir (Diker, 

1998). Vücudun mikroorganizmalara karşı savunma sisteminin ilk basamağı, vücudu 

koruyan mekanik, kimyasal ve biyolojik bariyerlele sağlanır (Şekil 1.1). Bu bariyerler 

aşılırsa önce doğal ve daha sonra edinsel bağışıklık sistemi olmak üzere savunma 

sisteminin ikinci ve üçüncü basamakları etkin hale gelir (Doan vd., 2017). 

 

 

 

 
Şekil 1.1. Mikroorganizmaların saldırısından korunma ve yanıt (Doan vd., 2017). 
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1.2. Bağışıklığın Sınıflandırılması 

 

 Bağışıklık, doğal ve edinsel (kazanılmış) bağışıklık olmak üzere iki şekilde ortaya 

çıkmaktadır. Doğal bağışıklık, canlılarda doğal olarak bulunan ve canlıları hastalıklardan 

koruyan, organizmanın yapısal ve genetik özelliğinden kaynaklanan bir bağışıklık çeşididir 

(Bilgehan, 1996; Doan vd., 2017). Doğal bağışıklık özgül değildir ve canlıya zarar 

verebilecek tüm mikroorganizmalara karşı canlıları doğal olarak korumaktadır. Doğal 

bağışıklık olayı enfeksiyon ajanlarına karşı mekanik engeller (deri ve müköz zarlar vs.),  

bazı hücreler (doğal öldürücü hücreler), bazı proteinler (kompleman ve interferon), 

fagositoz ve yangı gibi diğer olayları içeren savunma mekanizmalarını kapsar (Levinson, 

2008). Edinsel bağışıklık, bir etkenle temastan sonra şekillenen, kısaca sonradan kazanılan 

özgül bağışıklıktır. Edinsel bağışıklığın şekillenmesinde makrofajlar, B ve T lenfositleri 

birlikte çalışırlar. Bu hücreler kendi aralarında olan ilişkilerini ya doğrudan doğruya ya da  

sitokinler vasıtasıyla sağlarlar. Edinsel bağışıklık aktif ve pasif bağışıklık olmak üzere 

ikiye ayrılır. Aktif bağışıklık hastalığı atlatarak veya aşılarla elde edilir. Pasif bağışıklıkta 

bir bireye ait antikorlar, plasenta, kolostrum ve yumurta ile yavrulara aktarılır. Pasif 

bağışıklığın diğer bir şekli ise bir hayvandan (veya insandan) elde edilen antikor içeren 

bağışık serumların başka bir hayvana(veya insana) verilmesiyle elde edilir (Arda, 1994; 

Gülcü ve Arslan 2018). Edinsel bağışıklık, fonksiyon gören immun sistem elemanlarına ve 

sonuçlarına göre humoral ve hücresel bağışık yanıt olmak üzere iki yolla elde edilir. 

Humoral bağışık yanıt, B lenfositlerinin uyarılması ile başlayıp antikor üretimiyle 

sonuçlanan bağışık yanıt şeklidir. Antikorlarla kazanılan bu bağışıklığa humoral bağışıklık 

denir. Hücresel bağışık yanıt, bazı T lenfositlerinin uyarılması ile şekillenen ve başta 

sitotoksik T lenfositleri olmak üzere çeşitli efektör hücrelerin aktivasyonu ile sonuçlanan 

bağışık yanıt şeklidir. Hücrelerin daha etkin olduğu bu bağışıklığa hücresel bağışıklık denir 

(Diker 1998; Doan vd., 2017). 

  

1.3. Aşının Tarihçesi 

 

İlk aşılama, Edward Jenner tarafından çiçek hastalığına karşı 1796 yılında 

uygulanmıştır. Jenner, çiçek hastalığına yakalanmış bir inekte oluşan püstülden (içinde irin 

bulunan kabarık lezyon) aldığı materyalle bir çocuğu aşılamış, bu çocukta oluşan püstül 

içerikleriyle diğer kişileri aşılayarak bu kişilerin insan çiçeğine karşı bağışıklık 
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kazandıklarını kanıtlamıştır (Arda vd., 1994; Lin vd., 2015). Daha sonra 1885 yılında 

Louis Pasteur tarafından kuduz aşısının bulunması dünyada büyük bir yankı uyandırmıştır. 

Pasteur ayrıca tavuk kolerası ve şarbon hastalığına karşı aşıyı keşfeden bir bilim adamıdır. 

Pasteur’ün öğrencileri olan L. C. Albert Calmette ve Camille Guerin, sığır tüberküloz 

etkenini 13 yıl besiyerinde pasaj yaparak kendi adlarıyla anılan insan verem aşısını (BCG, 

Bacille Calmette Guerin) 1921 yılında keşfetmişlerdir. Daha sonraki yıllarda aşı üretim 

teknolojisinin gelişmesiyle birlikte birçok hastalığa karşı aşılar üretilmiştir (Arda vd., 

1994; Pasquale vd., 2015). Bununla birlikte geleneksel aşı üretim teknolojileriyle  AIDS ve 

kanser gibi hastalıklara karşı etkili bir aşı elde edilememiştir (Silva vd., 2016).  

 

1.4.  Aşının Tanımı ve Önemi 

 

Antibiyotikler bakterilerin sebep olduğu hastalıkların tedavisinde kullanılmakla 

birlikte, gerekli-gereksiz kullanılması hem ekonomik değildir hem de antibiyotik direnci 

şekillenebilir. Mikrobik hastalıklardan hayvanları korumanın en ekonomik ve başarılı yolu 

aşılamadır (Erganiş, 2010). Aşı genel anlamda, organizmaya verildiklerinde bağışık yanıta 

yol açarak canlıyı hastalıklardan koruyan maddelerdir. Hem hücresel hem de humoral 

bağışıklık oluştururlar. Aşı olarak kulanılan maddeler, hastalık etkenlerinin ölü ya da 

hastalık yapma gücü zayıflatılmış mikroorganizmaları (atenue), mikroorganizmaların özel 

antijenik maddeleri ya da bunların hücre dışına saldıkları toksinlerin antijenleri olabilir 

(Bilgehan, 1996). Aşılar, insan ve hayvanları hastalıklardan korumak, hastalık etkenlerinin 

saçılmasını ve yayılmasını önlemek, hastalıkların morbidite ve mortalitesini en alt seviyeye 

indirmek, sağaltım masraflarını ve verim kayıplarını azaltmak vb. amaçlarla 

uygulanmaktadır (Karayel ve Alkan, 2015). Aşılar, hayvan popülasyonlarında enfeksiyöz 

hastalıkların koruma ve kontrolünde etkin rol alarak antibiyotik kullanımınına olan ihtiyacı 

azaltabilir (Hoelzer, vd., 2018).  

Dünya Sağlık Örgütünün (WHO) belirlediği politikalar ile insanlarda görülen 

boğmaca, çocuk felci, difteri, Haemophilus influenza tip B, hepatit A, hepatit B, 

kabakulak, kızamık, kızamıkçık, pnömokok, suçiçeği, tetanoz ve tüberküloz gibi 

hastalıklar için aşılama programları birçok ülkede uygulanmaktadır. Bu kapsamda 

ülkemizde de Sağlık Bakanlığı tarafından “Genişletilmiş Bağışıklama Programı” 

başlatılmıştır (Gülcü ve Arslan, 2018). Dünyada düzenli aşılama programlarının sonucu 

olarak, 1980 yılında WHO tarafından çiçek hastalığının eradike edildiği deklare edilmiştir 
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(Lin vd., 2015). Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığının yayınladığı Hayvan Hastalıkları 

ile Mücadele ve Hayvan Hareketleri Kontrolü Genelgesi kapsamında şarbon, şap, koyun-

keçi vebası, brusella, kuduz, koyun-keçi çiçeği, mavi dil ve sığırların nodüler ekzantemi 

hastalıklarına karşı aşılamalar, 2018 yılı aşılama programında yer almıştır (URL-1, 2018). 

Ülkemizde özel sektör tarafından üretilen veya ithal edilen klostridial aşılar 

(enterotoksemi, botulismus, enfeksiyöz nekrotik hepatitis, bradzot ve yanıkara aşıları) 

hayvanlarda yaygın olarak kullanılmaktadır (Baş ve Alp,  2005; Aytekin vd., 2011). 

 

1.5.  Aşı Çeşitleri 

 

Aşılar, canlı ve inaktif etken içermelerine göre canlı ve inaktif aşılar; 

mikroorganizma türüne göre bakteriyel, viral ve paraziter aşılar; hazırlanış yöntemlerine 

göre de konvansiyonel ve biyoteknolojik aşılar şeklinde sınıflandırılır (Diker, 1998). 

 

1.5.1. Konvansiyonel Aşılar  

 

Hastalıklardan korunmak için klasik yöntemlerle mikroorganizmalardan veya 

bunların toksinlerinden hazırlanan ve halen çok kullanılan aşılardır (Arda vd.,  1994).  

 

1.5.1.1. Canlı aşılar 

 

Aşı içerisinde hastalık yapma gücü azaltılmış canlı mikroorganizma bulunur. 

Hastalık yapma yeteneğini kaybeden veya çok zayıflayan, fakat immunojenik özelliğini 

koruyan mikroorganizmalara uygulanan işleme atenüasyon ve bu mikoroganizmalardan 

elde edilen aşılara da atenüe aşı denir. Viruslar,  protozoonlar ve bazı bakterilere karşı canlı 

aşılar hazırlanır. Hücre içinde yaşayan mikroorganizmaların öldürülmesinde sitotoksik T 

lenfositlerinin etkin olduğu hücresel bağışıklık en etkili savunma mekanizmasıdır. Canlı 

aşılar hücre içi mikroorganizmalara karşı etkin koruma sağlar ve uzun süreli bağışıklık 

oluşturur (Diker, 1998). Canlı aşılar hem hücresel hem humoral bağışıklık oluşturmakla 

birlikte aşı içerisindeki etken patojen özellik kazanarak immun yetmezliği olan canlılarda 

hastalığa yol açabilmektedir (Shams, 2005). 

 İnsanlarda kullanılan çiçek,  kızamık, kabakulak, kızamıkçık, çocuk felci ve verem 

aşıları, hayvanlarda kullanılan Brucella abortus S19, Brucella melitensis Rev-1, 
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Newcastle, Marek, Gumboro, koyun çiçek ve kuduz (kelev) aşıları canlı aşılardır (Arda 

vd., 1994; Bilgehan 1996).  

  

1.5.1.2. Ölü (İnaktif) Aşılar 

 

İnaktif aşılar, kimyasal (formol, beta-propiolakton fenol) ve fiziksel (UV ışınları ve 

ısı) yöntemlerle öldürülmüş mikroorganizmaları içeren aşılardır. İnaktif aşılar ekzojen 

antijen olarak algılanır ve antijen sunan hücreler tarafından işlenip yardımcı T 

lenfositlerine sunulurlar. Antikorların ön plana çıktığı humoral bağışıklık oluştururlar 

(Diker, 1998; Altuğ vd., 2013). İnaktif aşılara örnek olarak insanlarda kullanılan tifo, tifüs, 

kolera, hepatit A, veba ve kuduz, hayvanlarda kullanılan kanatlı  korizası, agalaksi  ve 

koyun vibriosis aşıları verilebilir (Arda vd., 1994; Male vd., 2008; Altuğ vd., 2013). İnaktif 

aşılar saha koşullarında kararlı, düşük maliyetli ve çoğunlukla güvenli olmalarına karşın, 

canlı aşılara göre daha az etkindirler ve kısa süreli bağışıklık oluştururlar. Bu nedenle etkili 

bir bağışıklık oluşturmak için ölü aşılara adjuvant katılması ve rapel doz (tekrarlanan doz) 

uygulaması gerekmektedir. Rapel gerektiren aşılar hayvanlarda stres oluşturmakta ve 

verim kaybına yol açmaktadır. İnaktif aşılarda endotoksinler gibi istenmeyen 

komponentlere bağlı yan etkiler şekillenebilir (Perrie vd., 2008; Büyüktanır, 2010). 

 

1.5.1.3. Toksoid Aşılar 

 

Bazı bakteriler insan ve hayvanlarda sadece toksinleriyle hastalık 

oluşturduklarından, toksinlerin inaktive edilmesiyle hazırlanan aşılara toksoid aşı adı 

verilir. Toksoid aşılar, daha çok humoral bağışık yanıtı uyarmaktadır. Bu aşılar hücresel 

bağışık yanıtı çok az uyarırlar veya hiç uyarmazlar. Bu aşılar hazırlanırken detoksifikasyon 

için  formaldehid gibi kimyasal maddeler katılır (Arda vd., 1994; Shams, 2005). İnsanlarda 

kullanılan tetanoz, difteri ve hayvanlarda kullanılan klostridial aşılar toksoid aşılardır 

(Male vd., 2008; Altuğ vd., 2013). 

 

1.5.2. Biyoteknolojik Aşılar 

 

 Biyoteknolojik yöntemler kullanılarak hazırlanan, konvansiyonel aşılara göre daha 

etkili ve güvenli aşılardır. Bu aşılar genellikle genetik mühendisliği teknolojisiyle 
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hazırlanırlar (Diker, 1998; Büyüktanır, 2010).  

 

1.5.2.1. DNA Aşıları 

 

DNA aşıları mikroorganizmaların antijenik karakterdeki proteinlerini kodlayan 

genlerin yerleştirildiği ekspresyon plazmid vektörlerden oluşurlar. Antijenin kodladığı 

DNA parçası bir transkripsiyon başlatıcısı (promotor) ile plazmide yerleştirilerek elde 

edilir (Gülcü ve Arslan, 2018). Proteini kodlayan geni içeren plazmit DNA kas içi yolla 

verildiğinde aşı olarak kullanılır ve uzun süreli bir bağışıklık oluşturur (Nascimento ve 

Leite, 2012).  

DNA aşılarının konvansiyonel aşılardan farkı gerçek bir patojen veya patojenlerin 

purifiye ya da rekombinant proteinleri olmamaları ve aşılamadan sonra in vivo olarak 

sentezlenmeleridir. Bu nedenle DNA aşılarının hem humoral hem de hücresel bağışıklık 

açısından avantajları vardır (Scalk vd., 2006; Karayel ve Alkan, 2015). Canlı aşılarda aşı 

suşunun patojen fenotipe dönüşme ve aşı sonrası enfeksiyona yol açma riski olmasına 

karşın DNA aşılarında böyle bir durum sözkonusu değildir (Dufour, 2001). DNA  

aşılarının dezavantajlarından birisi, plazmit DNA’nın hücresel DNA’ya entegre olmasıdır. 

Günümüzde entegre olan DNA aşılarının mutasyona neden olup tümör baskılayan genleri 

inaktive etmesi ve spesifik DNA sekanslarının anti-DNA antikorlarını indüklemesi ve 

otoimmun hastalıklara yol açabilmeleri bir endişe kaynağıdır (Glenting ve Wessels, 2005). 

DNA aşılarıyla aşılama sonucu, bağışıklık sistemine sunulan antijenler CD4+ ve CD8+ T 

lenfosit hücre yanıtını uyardıkları için hem hücresel hem de humoral yanıt şekillenmesine 

yol açarlar. DNA aşılarının taşınması esnasında soğuk zincire gerek duyulmaması, 

antijenin ekspresyonu ile immun yanıtın sürekli uyarılmasına bağlı olarak uzun süreli bir 

bağışıklığın şekillenmesi gibi avantajları vardır (Grunathan vd., 2000; Dunham, 2002). 

 

1.5.2.2. Rekombinant DNA Aşıları  

 

Hastalık etkeninin antijenik komponentlerini kodlayan gen bir vektöre (plazmit, 

bakteriyofaj, virus gibi) nakledildikten sonra gen ürününü elde etmek için kullanılan 

vektör, konak hücreye aktarılır. Konak hücre olarak Escherichia coli ve  Saccharomyces 

cerevisiae kullanılır. Elde edilen ürün aşı olarak kullanılır (Şekil 1.2). Bir mikroorganizma 

çok sayıda antijenik komponent içermesine karşın bunların ancak bir kısmı koruyucu 
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immun yanıt oluşturma özelliği taşımaktadır. Aşı antijenin seçiminde en önemli husus 

enfeksiyon etkenlerinin yapısal ve biyolojik açıdan korunmuş ve koruyucu özelliklere 

sahip antijenlerinin belirlenmesidir. Bu koruyucu antijenlerin belirlenmesinde  

poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE), western blot, aminoasit ve gen dizi analizi gibi 

yöntemlerden yararlanılır (Henderson, 2005). Saccharomyces cerevisiae’ da üretilen ilk 

subunit rekombinant hepatit B aşısı insan hekimliğinde başarılı bir şekilde kullanılmaktadır 

(Valenzuale vd., 1982). Veteriner hekimlikte, Brucella aborus, Brucella melitensis, 

Brucella ovis ve Actinobacillus  pleuropneumonia enfeksiyonlarına karşı subunit aşılama 

ile ilgili çalışmalar yapılmıştır (Oliveira ve Splitter, 1996; Nayak vd, 1998; Cassataro vd., 

2005). 

 

 
Şekil 1.2. Rekombinant hepatit B aşısının üretimi (URL-2, 2018). 

 

1.5.2.3. Sentetik Peptit Aşıları 

 

 Hastalık etkenlerinin immunojenik komponentleri polipeptidlerden oluşur. 

Koruyucu bağışıklığı sağlayan peptitler kimyasal yöntemlerle sentezlenir ve aşı olarak  

kullanılır. Hepatit B, şap ve influenza A viruslarına karşı deneysel sentetik peptit aşıları 

geliştirilmiştir (Diker, 1998).  
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1.5.2.4. Antiidiotip Aşılar 

 

  Antijen üzerindeki epitopa karşı oluşan monoklonal antikorlar deney hayvanlarına 

verilir. Monoklonal antikorlara karşı oluşan antiidiotip antikorlar safşatırılıp aşı olarak 

kullanılır (Arda, 1994; Diker, 1998). Haemophilus influenzae ve Neisseria meningitidis 

enfeksiyonlarına karşı antiidiotip aşılar geliştirilmiştir (Bilgehan, 1996). 

 

1.6. Adjuvantlar 

 

Kendileri antijen olmadıkları halde antijenle birlikte organizmaya verildiklerinde 

antijenlerin immunojenik özelliğini artıran maddelere adjuvant denir (Bilgehan, 1996).  

Latince “adjuvare” yardım anlamına gelmektedir. Adjuvant kelimesi “adjuvare’den 

türemiştir (Lee ve Nguyen, 2015). İlk adjuvant 1920 yılında keşfedilmiştir (Ramon, 1925). 

Freund vd. (1937) mineral yağ, su ve ölü tüberküloz bakterilerinden oluşan bir adjuvantı 

bulmuşlar ve bu adjuvanta Freund adjuvantı adını vermişlerdir. Daha sonraları adjuvant 

aktiviteye sahip birçok madde bulunmasına karşın toksik etkilerinden dolayı aşılarda 

kullanımı kabul görmemiştir. İnsan aşılarında kullanım için onaylanan adjuvantlar sınırlı 

sayıdadır. Alüminyum tuzları, MF59, ASO3, virozomlar ve ASO4 adjuvantları lisanslı aşı 

adjuvantlarıdır (Lee ve Nguyen, 2015). Hayvan aşılarında hem alüminyum bileşikleri hem 

de yağ emülsiyonları kullanılmaktadır. Freund’un tam olmayan adjuvantı halen 

kullanılmakla birlikte, Freund’un tam adjuvantı toksik etkisinden dolayı yasaklanmıştır. 

Adjuvantlarla birlikte alınan antijenlerin çoğu dentritik hücreler tarafından lenf nodüllerine 

taşınır. Dentritik hücreler, makrofajlar ve B lenfositleri gibi antijen sunan hücreler (ASH) 

antijeni işler ve büyük doku uyuşum kompleks molekülleri içerisinde T hücrelerine 

sunarlar (Spickler ve Roth, 2003). Adjuvantların değişik etki mekanizmaları vardır (Tablo 

1.1). Antijenlerin depolanmalarını sağlayarak uzun süreli bir uyarıma neden olurlar. Ayrıca 

bağışıklığın şekillenmesinde görev alan hücrelerin uyarılması ve çoğalmalarını sağlarlar 

(Arda, vd., 1994; Aiyer-Harini vd., 2013; Gupta and Chaphalkar, 2015). Emülsiyonlar, 

mikropartiküller, ISCOMS (bağışıklık uyarıcı kompleksler) ve lipozomlar gibi adjuvantar 

aşı salınım sistemi adjuvantları olarak görev yaparlar. Lipopolisakkarit, saponin, 

mononofosforil lipid A ve sitokinler gibi adjuvantlar immunositimulatör adjuvantlardır 

(Singh ve O’Hagan, 2003; Shams, 2005). 
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Tablo 1.1. Bazı önemli adjuvantların etki tarzları (Diker, 1998).    

 

Tip Adjuvant Etki tarzı 

Alüminyum tuzları Alüminyum fosfat Depo etkisi 

 Alüminyum hidroksit  

 Alum  

Su-yağ emülsiyonları Freund’un tam olmayan adjuvantı Depo etkisi 

Bakteriyel fraksiyonlar  Anaerobik korinebakteri Makrofaj uyarıcı 

 BCG Makrofaj uyarıcı 

 Muramil dipeptid Makrofaj uyarıcı 

 Bordetella pertussis Lenfosit uyarıcı 

 LPS Makrofaj uyarıcı 

Yüzey aktif ajanlar Saponin Antijen işlenme uyarıcı 

 Lizolesitin  Antijen işlenme uyarıcı 

 Plunorik deterjanlar Antijen işlenme uyarıcı 

Kompleks karbonhidratlar Glukanlar Makrofaj uyarıcı 

 Dekstran sülfat Makrofaj uyarıcı 

Karışık adjuvantlar Freund’un tam adjuvantı Makrofaj ve T hücre uyarıcı 

 

1.6.1. Alüminyum Bileşikleri 

 

 Alüminyum tuzları, hem insan hem de hayvan aşılarında uzun zamandan beri 

kullanılmaktadır. Uzun süre bağışıklık oluşturmak için genellikle birden fazla doza ihtiyaç 

duyulur. Bazen alerjik reaksiyonlar ve enjeksiyon alanında granulomların oluşmasına yol 

açabilirler (Spickler ve Roth, 2003). Genellikle Th2 hücrelerinin uyarılmalarını 

sağladıklarından humoral bağışıklığın şekillenmesinde etkindirler. İnsanlarda lisanslı 

hepatit A, hepatit B, difteri, tetanoz, hemofilus tip B, meningokok ve insan papilloma virüs 

aşılarında kullanılmıştır. Bu adjuvantlar bazı dezavantajlara sahiptirler. Alüminyum tuzları 

dondurulamaz, filtrasyonla sterilize edilemez ve liyofilize edilemezler (Gupta 1998; Lee ve 

Nguyen, 2015).   

 

1.6.2. Freund Adjuvantı 

 

Çok eskiden beri bilinen bir adjuvanttır. Su, yağ ve ölü tüberküloz bakterileri veya 

bundan elde edilen muramil-dipeptid katılarak hazırlanır. Buna Freund’un tam adjuvantı 

adı verilir. Ölü tüberküloz bakterileri içermeyen sadece mineral yağ ve sudan oluşan  

adjuvant, Freund’un tam olmayan adjuvantı olarak adlandırılır.  Mineral yağ kısmı depo 
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etkisi oluştur. Muramil-dipeptid kısmı makrofajları ve yardımcı T lenfositlerini uyarır 

(Bilgehan, 1996; Diker, 1998; Male, vd., 2008).   

 

1.6.3. Saponinler 

 

Saponinler bitkilerde bulunan steroid veya triterpenoid yapıdaki glikozidlerdir. 

Güney Amerika’da Quillaja saponaria ağacından üretilen quil A isimli adjuvant veteriner 

aşılarında yaygın olarak kullanılmaktadır (Arda vd. 1994; Aiyer-Harini vd., 2013). 

Saponinler immunomodülatör adjuvantlardır. Hem hücresel hemde humoral bağışık yanıtı 

uyarırlar (Spickler ve Roth, 2003).    

 

1.6.4. Emülsiyonlar  

 

Yağ emülsiyonlu adjuvantlar, su, yağ ve stabilizatör olarak bir sürfaktan maddeden 

oluşmaktadır. Aşı adjuvantı olarak emülsiyonlar uzun zamandan beri kullanılmaktadır. En 

bilinen aşı adjuvant emülsiyonu MF59’dur. MF 59 sitrat bufferi içindeki  skualen, span 85 

ve tween 80’den oluşur. MS59 adjuvantlı mevsimsel grip aşısı 1997 yılında Avrupa’da 

onaylanmıştır (O’hagan, 2007). Adjuvant olarak kullanılan skualen içeren diğer bir 

emülsiyon AS03’dür (Del Giudice vd., 2018). AS03 içeren lisanslı H5N1 ve H1N1 

influenza aşıları üretilmektedir (Lee ve Nguyen, 2015).  

 

1.6.5. Virozomlar 

 

Virozomlar, viral lipit ve glikoproteinlerden oluşan fakat virusun genetik bilgisini 

içermeyen yapılardır. Virozomlar uzun süre ve yüksek kalitede antikor oluşumuna neden 

olurlar. Antijenin yapısını korurlar ve güvenlidirler. Ayrıca çocuklar, yaşlılar ve immun 

sistemi baskılanmış kişilerde kullanım için uygundurlar. İnfluenza virusu için üretilen 

virozom aşısının Avrupa’da, hepatit A aşısının ise Asya, Avrupa ve Güney Amerika’da  

kullanımı onaylanmıştır (Riese vd., 2013).   

  

1.6.6. Bağışıklık Uyarıcı Kompleksler (ISCOMS)  

 

Saponin, kolesterol, fosfolipidlerin protein antijeni karışımından oluşan 

adjuvantlardır. Hayvan aşılarında kullanılmaktadırlar. QS-21 bileşiğinin toksik etkisinden 
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dolayı insan aşılarında kullanımı onaylanmamıştır. Diger bir bileşik olan ISCOMMATRIX  

mukozal aşılarda etkili bir adjuvanttır. ISCOMMATRIX’in insan influenza, hepatit C ve 

papilloma virus aşılarındaki etkinliğinin klinik denemeleri devam etmektedir. Th1, Th2 ve 

sitotoksik T hücrelerinin uyarımlarına neden olduklarından hem hücresel hem de humoral 

yanıtta etkin rol oynarlar (Spickler ve Roth, 2003; Lee ve Ngyuen, 2015). 

 

1.6.7. Sitokinler 

 

Sitokinler bağışık yanıtın şekillenmesinde vücuttaki çeşitli hücreler (makrofajlar, B 

ve T lenfositleri) tarafından salınan hormon benzeri maddelerdir (Bilgehan, 1996). Bazı 

sitokinlerin adjuvant etkisinin olduğu ortaya konmuştur. İnterferon gama ve koloni 

stimulan faktör (GM-CSF) gibi sitokinlerin son zamanlarda etkili bir adjuvant oldukları 

bildirilmiştir (Aucouturier vd., 2001). 

 

1.6.8.  Kitosan 

 

Kitosan doğal bir polimer olup, makrofaj aktivasyonu, sitokin üretimi ve antikor 

sentezinin artışına neden olur (Shakya ve Nandakumar, 2013). Hepatit B aşısı üretiminde 

kitosan biyopolimeri denenmiştir (Prego vd., 2010). Diğer bir çalışmada ise, tetanoz 

toksoidi hem kitosan  hem de PLGA polimerleri  kulanılarak kobaylarda tek dozda etkili 

tetanoz aşısı geliştirilmiştir (Jaganathan vd., 2005).  

 

1.6.9. Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA)  

 

Antijenlerin kapsüllenmesinde ve kontrollü salınımı için çok farklı polimer tipleri 

kullanılmaktadır (Tablo 1.2). Nanopartiküller ilk kez 40 yıl önce aşıların ve kanser 

tedavisinde kullanılan ilaçların taşınması amacıyla geliştirilmiştir (Kumar, 2000; Öztürk, 

2010; Derman vd, 2013). Doğal veya sentetik polimerlerle hazırlanan nanopartiküllerin 

boyutları 10-1000 nm arasında değişmektedir (Derman vd., 2013). Polilaktik asit (PLA), 

Poliglikolik asit (PGA) ve bunların kopolimeri olan Poli (D, L-laktik-ko-glikolik asit) 

(PLGA) gibi biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerden üretilen nanopartiküller ve 

mikropartiküller ilaç salınımı için yaygın olarak kullanılmaktadır (Cohen-Sela vd., 2009). 

PLGA doku mühendisliğinde ve aşıların kontrollü salınımı için en fazla kullanılan ve FDA 

(Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi) tarafından onaylanan bir polimerdir (Kerimoğlu ve 
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Alarçin, 2012). PLGA mikrosferli aşılar tek doz ile hem hücresel hem de humoral yanıtı 

uyarırlar (Shakya ve Nandakumar, 2013; Bailey vd., 2017).  

 

Tablo 1. 2. Mikrokapsüllemede kullanılan polimerler (Lin vd., 2015) 

 

 Polimerin tipi Polimerik materyal 

Doğal polimerler Karbonhidratlar Agaroz 

 Aljinat 

 Kitosan 

 Polidekstran 

 Nişasta 

 Proteinler Albümin 

  Kollajen 

  Jelatin 

 Diğerleri Kalsiyum karbonat 

 Lipidler 

 Trikalsiyum fosfat 

Sentetik polimerler Biyobozunmayanlar Akrolein 

 Glisidil metakrilat 

 Laktidler  

 Polianhidrid 

 Polimetilmetakrilat 

 Poliaminokarbonatlar 

 Biyobozunanlar Glikolidler 

  Hidrojeller 

  Parafin 

  Poli(laktid) 

  Poli (laktid-ko-glikolid) 

  Poliakrilatlar 

  Poliakriloitril 

  Poliamid 

  Poliamino asitler 

  Polikaprolaktonlar 

  Polietilen glikol 

  Poliüretan 

 

Polimerler aşı antijenini korur ve depo görevi yaparak antijenin kontrollü salınımını 

sağlarlar. Polimerik partiküllerin tek doz aşıların ve mukozal aşıların geliştirilmesinde 

etkili olduğu bidirilmiştir (Lin, vd., 2015). Klasik adjuvantlarla karşılaştırıldığında toksik 
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olmamaları, biyouyumlu ve biyobozunur olmaları önemli bir avantaj sağlamaktadır. 

PLGA, laktik ve glikolik asit monomerlerinden oluşan bir kopolimerdir. PLGA 

biyopolimerinin vücutta hidrolizi sonucu laktik ve glikolik asit oluşur (Şekil 1.3). Daha 

sonra bu ürünler, sitrik asit döngüsüne girerek vücuttan karbondioksit ve su olarak 

uzaklaştırılır (Kerimoğlu ve Alarçin, 2012; Derman vd., 2013). 

 

 

 
Şekil 1.3. PLGA biyopolimerinin hidrolizi  (Derman vd., 2013). 

 

PLGA’nın konvansiyonel adjuvantlara göre birçok avantajı olmasına karşın PLGA 

ile hazırlanan aşıların bazı dezavantajları da bulunmaktadır (Tablo 1.3). PLGA 

partiküllerini hazırlama esnasında antijen kaybı görülebilir ve partiküller sterilize edilemez 

ve  filtre edilemezler (Silva vd., 2016). 

 
Tablo 1.3. PLGA kullanılarak hazırlanan aşıların bazı avantajları ve dezavantajları (Silva vd., 2016). 

Avantajları  Dezavantajları 

 PLGA polimerleri biyolojik olarak 

parçalanabilirler ve FDA tarafından 

olaylıdırlar. 

  PLGA partiküllerinin negatif yükü 

partiküllerin alınması için dezavantaj 

oluşturur. 

 PLGA partikülleri çeşitli yollarla verilebilir.   Antjenin özelliğine göre, PLGA 

partiküllerini hazırlama yöntemlerinin 

değiştirilmesi gerekir. 

 PLGA partikülleri aşı komponentlerinin 

toksititesini düşürebilir. 

  PLGA partikülleri sterilize edilemez ve 

filtre edilemez. 

 Partikül büyüklüğü,  yüzey ve salınım 

özellikleri istenilen şekilde ayarlanabilir. 

  Hazırlama, depolama ve salınım 

esnasında antijen bozulabilir. 

 PLGA  partikülleri antijenin kontrollü 

salınımını sağlar. 

  Çoğunlukla tam bir antijen salınımı 

gerçekleşmez. 

 PLGA partikülleri antijeni korur.   Partikül büyüklüğü biyolojik 

bariyerlerden geçişi kısıtlayabilir. 

 PLGA partikülleri, antijenin sunan hücreler 

tarafından sürekli alınmasını sağlar.  
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PLGA partikülleri hem CD4+ hem de  CD8 + hücre yanıtını uyardıklarından  hücre 

içi patojenlere karşı  bağışıklık elde etmede tercih edilmektedirler. Polimerin moleküler 

ağırlığı (MW) antijenin salınım mekanizmasını etkiler. PLGA mikrosferlerinin başlıca 

avantajlarında biri seçilen polimerin molekül ağırlığı ve laktid/glikolid oranına bağlı olarak 

biyobozunurluk süresi birkaç günden başlayıp bir yıldan fazla sürebilmektedir (Woo, vd., 

2018). Düşük moleküler ağırlıklı polimerden antijen salınımı daha hızlıdır (Şekil 1. 4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.4.  PLGA polimerinin biyobozunumunu etkileyen faktörler (Allahyari ve Mohit, 2016). 

 

 

 

Daha Düşük L/G 

Oranı 

Daha Düşük Moleküler 

Ağırlıklı PLGA Polimeri 
Serbest Karboksil Ucu 

Hidrofobisitesi 

Düşük 

Polimer 

Daha Fazla Su 

Adsorpsiyonu 

Daha Hızlı Partikül 

Bozunumu 
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PLGA biyopolimerinin hidrofobisitesi arttığında daha yavaş biyobozunma meydana 

gelir (Johansen vd., 2000).  Poli glikolik asitin yapısında metil grubu bulunmadığından poli 

laktik asitten daha hidrofiliktir (Giteau vd., 2008). Glikolik asitin oranı arttığında daha 

fazla su alımı gerçekleşir. Bu durum PLGA partiküllerinin miktarının azalmasına ve daha 

hızlı bozunmasına neden olur (Park, 1995). Molekül ağırlığı fazla olan polimerlerle 

karşılaştırıldığında, düşük molekül ağırlıklı polimerler daha iyi çözündüğünden kapsülleme 

sonunda daha küçük partiküller elde edilir. Daha küçük partiküller, antijenin yüzey 

alanının artmasına yardımcı olur. Daha hidrofobik materyaller kolaylıkla antijen sunan 

hücrelere girerler (Yang vd., 2001; Yeo ve Park, 2004). Hidrofobik partiküller makrofajlar 

tarafından daha etkili bir şekilde fagosite edilir. Bu yüzden  hidrofobik polimerlerin aşı 

salınım sistemleri için uygun olabileceği bildirilmiştir (Convay vd., 1996; Johansen vd., 

1999).  

PLGA partikülleri ile alınan antijen, ASH tarafından 2 şekilde T lenfositlerine 

sunulur. Endojen antijenler ASH içerisinde işlenir. Burada antijenik protein parçalanır ve 

endoplazmik retikulumda Büyük Doku Uyuşum Kompleks (MHC) sınıf 1 moleküllerinin 

oluğuna yerleşir ve golgi aygıtıyla hücre yüzeyine sunulur. MHC sınıf 1 molekülleriyle 

sunulan antijeni sitotoksik T lenfositleri tanır. Bununla birlikte ekstraselüler antijenler 

endositik veziküller veya endozom içerisinde işlenir. Antijen, Büyük Doku Uyuşum 

Kompleks (MHC) sınıf 2 moleküllerinin oluğuna yerleşir ve aynı şekilde hücre yüzeyine 

sunulur. MHC sınıf 2 molekülleriyle sunulan antijeni yardımcı T lenfositleri tanır. ASH 

tarafından işlenen endojen antijenler sitotoksik T lenfositlerinin CD8 yüzey molekülleri ile 

ekzojen antijenler ise yardımcı T lenfositlerinin  CD4 yüzey molekülleri ile etkileşime 

girerler (Şekil 1.5). Daha küçük partiküller epitel doku ve diğer biyolojik bariyerleri daha 

kolay geçerler. 20-200 nm arasındaki partiküller dentritik hücreler tarafından endositoz 

veya pinositoz yoluyla alınır ve hücresel immun yanıtı uyarır. Oysaki 0.5- 5 µm 

büyüklüğündeki partiküller fagositoz veya pinositoz yoluyla alınır ve genellikle humoral 

yanıtı uyarırlar (Oyewumi vd. 2010; Silva vd., 2016).   
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Şekil 1.5. PLGA ile kaplanmış antijenlerin yardımcı ve sitotoksik T lenfositlerine sunulumu (Allahyari ve       

Mohit, 2016). 

 

 

1.6.9.1. Polimerik Nanopartikülleri Hazırlama Yöntemleri 

  

Polimerik nanopartikül hazırlamada farklı yöntemler kullanılmaktadır. Bunlar 

içerisinde emülsiyon çözücü buharlaştırma tekniği en fazla kullanılan yöntemdir. Bu 

yöntem tekli ve çiftli emülsiyon çözücü buharlaştırma yöntemleri şeklinde iki türlü 

uygulanmaktadır. Her iki yöntemde de sürfaktan olarak polivinil alkol kullanılır. 
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Hazırlanan mikropartiküller santrifüj edilerek ayrılır, kurutulur veya liyofilize edilir 

(Derman vd., 2013; Allahyari ve Mohit, 2016). Tekli emülsiyon (w/o)  çözücü 

difüzyon/evaporasyon yönteminde etken madde ve polimer organik çözücüde çözdürülür 

ve sulu ortama aktarılarak nanopartikül üretilir (Şekil 1.6). İkili emülsiyon 

(w/o/w=su/yağ/su) yönteminde etken maddenin sulu çözeltisi polimer içeren çözeltiye 

aktarılır. Oluşan w/o emülsiyonu sulu faz içerisinde emülsifiye edilerek w/o/w ikili 

emülsiyon oluşturulur (Şekil 1.7). Çözücü buharlaştırılarak uzaklaştırılır ve nanopartiküller 

elde edilir (Derman vd., 2013). Püskürterek kurutma yönteminde protein içeren su yağ 

emülsiyonu atomizor kullanılarak sıcak hava yardımıyla kuru toz haline getirilir. 

Koaservasyon yöntemi bir faz ayırma tekniğidir. Protein gibi ilaçlar organik solvet içinde 

çözünmüş PLGA polimeriyle karıştırılır. Daha sonra bu emülsiyona PLGA’nın 

çözünürlüğünü azaltan çözücü olmayan bir madde eklenir.  Böylece protein, PLGA’nın  

sıvı fazı içinde kapsüllenir (Mundargi vd., 2008; Allahyari ve Mohit, 2016). 

 

 

 

 

 

Şekil 1.6. Nanopartiküllerin tekli emülsiyon w/o çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanması (Derman vd., 

2013). 



18 

 

 

Şekil 1.7. Nanopartiküllerin ikili emülsiyon w/o/w çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanması (Derman 

vd., 2013). 

 

 Nanopartikül ile antijenin etkileşimi, basit fiziksel adsorpsiyon veya daha kompleks 

yöntemlerle (kimyasal konjugasyon veya enkapsülasyon gibi) sağlanabilir (Şekil 1.8). 

Adsorpsiyon yönteminde nanopartikül madde ile antijenin etkileşimi nispeten zayıftır. 

Enkapsülasyon ve kimyasal konjugasyon yöntemleri daha güclü bir etkileşim sağlarlar 

(Zhao vd., 2014). 

 

 

 

Şekil 1.8. Nanopartikül ile antijenin etkileşimi (Zhao vd., 2014). 

      Konjugasyon          Enkapsülasyon                 Adsorpsiyon 
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1.6.9.2. PLGA Kullanılarak Geliştirilen Aşılar 

 

Son yıllarda insan aşılarının üretiminde PLGA’nın kullanımı ile ilgili bazı 

çalışmalar yapılmıştır. Birden fazla dozda verildiğinde yeterli bağışıklığın elde edilebildiği 

toksoid aşılara alternatif olarak polimerlerle hazırlanan tek doz aşıların etkinliği üzerinde 

çalışmalar yürütülmektedir. Bununla birlikte hücre içinde yaşayan mikroorganizmalara 

(viruslar, bazı bakteriler ve protozoonlar) karşı aşı geliştirme çalışmalarında PLGA 

kulanımı giderek artmaktadır. Woo vd. (2018), difteri toksoidini düşük ve ve yüksek 

moleküler ağırlıklı PLGA biyoplimerini kullanarak çift emülsiyon ve solvent ekstraksiyon 

tekniği ile kapsüllemişler, kapsüllemede her iki polimer birlikte kullanıldığında alüminyum 

hidroksit adjuvantlı aşıdan daha güçlü bir bağışıklık elde ettiklerini bildirmişlerdir. 

Araştırıcılar, düşük moleküler ağırlıklı polimer ile hazırlanan mikrosferlerden antijen 

salınımının ilk 2 haftada yavaş olduğunu fakat 3-7 hafta arasında daha hızlı olduğunu, 

bununla birlikte daha büyük moleküler ağırlıklı polimer ile hazırladıkları mikrosferlerden 

antijen salınımının başlangıçta hızlı ve bağışıklık seviyesinin yüksek olduğunu 

saptamışlardır. Jaganathan vd. (2004), tek doz rekombinant hepatit B aşısını geliştirmek 

amacıyla yaptıkları çalışmada, protein stabilizatörü (trehaloz) ve antiasit madde (Mg(OH)2)  

kullanarak çift emülsiyon yöntemi ile  PLGA mikrosferleri hazırlamışlar, kobaylara  aşıyı 

tek doz verdiklerinde alüminyum hidroksitli aşının çift dozunundan daha iyi bir bağışık 

yanıt elde ettiklerini bildirmişlerdir. Shi vd. (2002), PLGA ve alüminyum hidroksit 

kullanılarak üretilen hepatit B aşısının farelerde bağışıklık düzeyini karşılaştırmışlar, 

PLGA ve alüminyum hidroksit birlikte kullanıldığında, aşının tek dozunun, yalnız PLGA 

ile üretilen aşının tek dozundan ve yalnız alüminyum hidroksit ile üretilen aşının çift 

dozundan daha iyi bağışık yanıt oluşturduğunu bildirmişlerdir. Ouintilio vd. (2009), 

herhangi bir stabilizatör madde kullanmadan difteri ve tetanoz toksoidlerini PLGA ile 

kapsülleyerek aşı üretmişler, PLGA ve alüminyum hidroksit birlikte kullanıldığında, aşının 

çift dozunun kobaylarda aşılamadan 112 ün sonra 60 IU/ml düzeyinde, bununla birlikte 

sadece alüminyum hidroksitli aşının çift dozunun 2 IU/ml düzeyinde antikor oluşturduğunu 

tespit etmişlerdir. Li vd. (2016), PLGA ile hazırlanan boğmaca aşısının farelerde  yeterli 

bir bağışıklık oluşturduğunu ve klasik aşılara alternatif olarak kullanılabileceğini 

bildirmişlerdir. Jaganathan vd. (2005), PLGA ve kitosan mikrosferli tetanoz aşısı ile çift 

doz alüminyum hidroksit adjuvantlı aşıyı karşılaştırmışlar, 60. günün sonunda hemen 

hemen aynı düzeyde antikor titresi saptamışlardır. Aynı araştırıcılar kapsulleme işlemi 
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esnasında stabilizatör olarak trehaloz kullandıklarında antikor titresinin arttığını ve 

antijenin yapısının korunduğunu bildirmişlerdir. Khademi vd. (2018), verem hastalığı 

etkeni Mycobacterium tuberculosis antijenini PLGA ile kapsüllemişler ve farelerde güçlü 

bir immun yanıtın şekillendiğini bildirmişlerdir. Rosas vd. (2002), sıtma etkeni 

Plasmodium falciparum’un subunit  SPf66 antijenini PLGA ile kapsülleyerek  hastalığa 

karşı aşı geliştirmişler, aşılanan farelerde ve maymunlarda yüksek düzeyde antikor 

oluştuğunu saptamışlardır.  Hayvan aşıları ile ilgili olarak da bazı çalışmalar yapılmıştır. 

Taha-Abdelaziz vd. (2018), Campylobacter jejuni antijenini PLGA ile kapsüleyerek 

tavukları oral yolla aşılamışlar ve hayvanların bağırsaklarında C. jejuni kolonizasyonunun 

azaldığını ortaya koymuşlardır. Sığır paratüberkülozu (Souza vd., 2017) ve  kuş gribi 

(Avian Inluenza) (Singh vd., 2016) hastalıklarına karşı PLGA mikrosferli aşılar 

geliştirilmiştir. 

 

1.7. Çalışmanın Amacı 

 

Ülkemizde koyun yetiştiriciliğinde ekonomik kayıplara neden olan enfeksiyöz 

nekrotik hepatitis hastalığı akut, toksemik ve karaciğer nekrozları ile karakterize, öldürücü 

bakteriyel bir hastalıktır. Hastalık bazen sığırlarda da görülür. Hastalığın etkeni 

Clostridium oedematiens tip B’dir. Hastalığın oluşumunda bakterinin ürettiği özellikle alfa 

toksin önemli bir rol oynamaktadır. Hastalıktan korunmada ülkemizde özel sektör 

tarafından üretilen veya ithal edilen toksoid aşılar kullanılmaktadır. Ancak yeterli 

bağışıklık elde etmek için 21 gün arayla aşının ikinci dozunun verilmesi gerekir.  Hayvan 

yetiştiricileri bazen aşının ikinci dozunun yapılmasını ihmal etmekte ve tek doz aşı 

hayvanları korumamaktadır. Bu çalışmada, enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığına karşı 

klasik yöntemlerle üretilen alüminyum hidroksitli aşının çift dozu ile PLGA kullanılarak 

üretilen aşının tek dozunun etkinliğinin karşılaştırılması amaçlanmıştır. Daha önce insan 

toksoid aşılarının geliştirilmesinde PLGA kullanılmış olmakla birlikte, bir hayvan aşısı 

olan enfeksiyöz nekrotik hepatitis toksoid aşısının geliştirilmesinde PLGA’nın ilk kez 

denenmesi son derece önemlidir.  

 

   



 

2. MATERYAL ve METOT 

 

Bu çalışma için Fırat Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

Başkanlığı’nın 05.10.2016 tarih, 2016/17 sayı ve 160 nolu kararı ile etik kurul onayı 

alınmış olup, çalışma Fırat Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri (FÜBAP) 

Koordinasyon Birimi tarafından MF.16.70 nolu proje ile desteklenmiştir. 

 

2.1. Bakteri Suşu ve Standart Toksin 

 

Aşı üretiminde kullanılan Clostridium oedematiens tip A (UK)  suşu ve Toksin 

Nötralizasyon Testinde (TNT) kullanılan C. oedematiens tip A alfa (α) standart toksin 

(L+/20), Gıda, Tarım ve Hayvancılık Bakanlığına bağlı Pendik Veteriner Kontrol 

Enstitüsü’nden satın alındı.   

 

2.2. Deney Hayvanları 

 

Üretilen aşının bağışıklık gücünü ölçmede kullanılan 400-500 gr ağırlığındaki 30 

adet erkek kobay (Guinea pig) ile toksin titresinin belirlenmesi, detoksifikasyon kontrolü 

ve TNT testinde kullanılan 18-20 gr ağırlığındaki beyaz fareler Fırat Üniversitesi Deneysel 

Araştırmalar Merkezinden temin edildi. 

 

2.3. Poli (D, L-Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA)  

 

Antijenin kapsüllenmesinde PLGA (Sigma, lactide/glycolide: (50/50), MW: 30.000-

60.000) biyopolimeri kullanıldı. 

 

2.4. Kimyasallar 

 

Çalışmada kullanılan, polivinil alkol (Sigma), trehaloz (Merck), Mg(OH)2 (Merck), 

metilen klorid (Sigma), maltoz (Acros), glikoz (Merck), NaCl (Merck), fenol (% 99.5) 

(Acros), L-sistein hidroklorid (Merck), sodyum ditiyonit ((Merck), alüminyum hidroksit 

(Across), demir sülfat (Across), bakteriyolojik pepton (Conda) ve formaldehid solüsyonu 
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(%37) (Merck) ticari firmalardan satın alındı.  

 

2.5. Besiyerleri 

 

C. oedematiens tip A suşunun üretimi için Tarrozi buyyon, toksin üretimi için 

Ardehali besiyeri kullanıldı (Ardehali vd., 1986; Baş ve Alp, 2005). Bu ortamlar aşağıda 

belirtildiği şekilde hazırlandı. 

 

2.5.1. Tarrozi Buyyon 

 

Yaklaşık 500 gr ağırlığındaki taze yağsız dana karaciğeri doğrandı ve içinde 1 litre 

distile su bulunan kap içerisinde kaynatıldı. Daha sonra karaciğer tanecikleri tülbentten 

süzülerek sıvıdan ayrıştırıldı. Karaciğer sıvısı bir balon içerisinde toplandı. Kaynatılan 

karaciğer parçaları distile suyla yıkandı ve zarları soyulduktan sonra bu parçalar vida 

kapaklı tüplere girebilecek büyüklükte doğrandı. Daha sonra aşağıda belirtilen ortam 

hazırlandı. 

 

Et peptonu 10 gr 

NaCl    5 gr 

Glikoz  10 gr 

Karaciğer sıvısı ve distile su ile hacim 1 litreye tamamlandıktan sonra pH 7.8’e 

ayarlandı. 

Vida kapaklı tüplere doğranmış olan karaciğer parçalarından bir kısım ve yukarıda 

hazırlanan besiyerinden 2 kısım konduktan sonra 121 
0
C’de 15 dakika otoklav edildi. Ekim 

yapılmadan önce tüpler 20 dakika sürede kaynatıldı ve ekim ısısına kadar soğutulduktan 

sonra ekim yapıldı. 

 

2.5.2. Ardehali Besiyeri  

 

Pepton    40 gr 

NaCl      2.5 gr 

Karaciğer Ekstraktı     5 gr 

Maltoz    10 gr 



23 

 

L-sistein HCL   1 gr 

Demir Sülfat Sol.  2.5 ml (0.1 gr FeSO4, 2.5 ml 1/50’lik H2SO4 içinde    

çözdürüldü) 

Sodyum ditiyonit  0.2 gr 

Distile su   1000 ml           pH:8 

 

Yukarıda belirtilen maddeler distile suda çözdürüldü ve kaynama noktasına 

getirilerek 10 dakika bu ısıda tutuldu. Soğutma işleminden sonra dipte biriken sediment 

atıldı ve üstteki supernatant alındı. Süpernatantın hacmi ölçüldü ve  2.2 katı distile su ilave 

edildikten sonra besiyeri sterilize edildi. % 50’lik glikoz solüsyonu membran filtreden 

(0.22 µm por çaplı) geçirildi ve % 1 oranında bu besiyerine eklendi. 

 

2.5.3. Diğer Besiyerleri 

 

Aşının inaktivasyonundan sonra canlılık kontrolü için kıymalı buyyon, nutrient 

buyyon (LAB M) ve nutrient agar (LAB M) besiyerleri kullanıldı. Canlılık ve sterilite 

kontrollerinde kullanılan kıymalı buyyon ile sterilite kontrollerinde kullanılan kanlı agar, 

PPLO agar ve sabouraud dextrose agar, Elazığ Veteriner Kontrol Enstitüsü’nden temin 

edildi. 

 

2.6. Lowry Yöntemi ile Protein Miktarının Belirlenmesi İçin Kullanılan Çözeltiler 

  

 PLGA mikrosferleri içerisindeki protein miktarının belirlenmesinde aşağıda belirtilen 

çözeltiler kullanıldı. 

Çözelti A: 0.1 M NaOH içeren % 2’lik Na2CO3 çözeltisi 

Çözelti B: % 1’lik NaK tartarat 

Çözelti C: % 5’ lik CuSO4 

Çözelti D: 48 ml Çözelti A, 1 ml Çözelti B ve 1 ml Çözelti C alınarak hazırlandı. 

Çözelti E: 2.5 ml folin fenol ve 2.5 ml distile su karıştırılarak hazırlandı. 

Sığır Serum Albümini (BSA): 5 mg BSA 5 ml distile suda çözdürülerek hazırlandı. 

 

2.7. Aşı Üretim Çalışmaları 

 

Liyofilize C. oedematiens tip A suşu 1 ml Tarrozi buyyon sıvısı ile sulandırıldı. Bu 
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sulandırmadan bir miktar alınarak daha önce kaynatılıp soğutulmuş iki adet Tarrozi 

buyyon tüplerine ekim yapıldı ve 37 C’de 24 saat inkubasyona bırakıldı. Tarrazi buyyon 

kültüründen Gram boyama yapıldı ve besiyerlerine ekimler yapılarak saf olup olmadığı 

kontrol edildi. Saflık kontrolünden sonra Tarrozi buyyon kültürleri, içerisinde bir litre 

Ardehali besiyeri bulunan şişeye aktarıldı. Bu besiyeri 37 C’de 72 saat anaerobik ortamda 

inkubasyona bırakıldı.  Ardehali besiyerinde üreyen C. oedematiens  kültürünün alfa toksin 

titresi belirlendi. Bunun için, kültür süpernatantının 100, 1/200, 1/400, 1/800 ve 1/1600 

‘lük dilusyonları hazırlandı ve her bir dilusyondan 18-20 gr ağırlığındaki iki beyaz fareye 

0,2 ml miktarında arka bacak adalesine enjekte edildi. Fareler 72 saat gözlemlenerek 

MLD50 /ml belirlendi. Titrasyon işleminden sonra, inaktivasyon için kültüre % 0.6 

oranında formol katıldı ve 10 gün 37 
0
C’de bekletildi. İnaktivasyon işlemini takiben 

kültürden numune alınarak canlılık ve detoksifikasyon kontrolü yapıldı. Canlılık kontrolü 

için  kıymalı buyyon, Tarrozi buyyon, nutrient buyyon ve nutrient agara ekim yapıldı ve 

besiyerleri 37 
0
C’de 1 hafta inkubasyona bırakıldı. Detoksifikasyon kontrolü için kültür 

süpernatantından 0,5’er ml alınarak 18–20 gr ağırlığındaki 2 beyaz fareye derialtı enjekte 

edildi ve fareler 7 gün boyunca gözlem altında tutuldu (Baş ve Alp, 2005). Daha sonra 1 

litrelik kültürün yarısı alüminyum hidroksit ile adjuvantlama için ayrıldı. Diğer yarısı ise 

PLGA mikrosferlerinin hazırlanması için ayrı bir şişeye aktarıldı (Şekil 2.1).  

 

2.8.  Alüminyum Hidroksit ile Adjuvantlama  

 

Herhangi bir bakteri ve aktif toksin içermediği belirlenen anakültür ve toksoid 

karışımına alüminyum hidroksit jeli  %20 oranında ve % 80 lik fenol solüsyonu % 0.32 

oranında katıldı. Oda ısısında bekletilen aşı 2 gün süre ile zaman zaman karıştırılarak 

adjuvanta adsorbe edildi. Sterilite kontrolü için; aerop bakteriler yönünden kanlı agara, 

anaerop bakteriler yönünden kıymalı buyyona, mikoplazmalar yönünden PPLO agara ve 

mantarlar yönünden sabouraud dextrose agara ekim yapıldı. Zararsızlık kontrolü için 2 adet 

kobaya derialtı yolla 0.5 ml aşı verilerek aşılandı ve lokal veya genel reaksiyonlar 

yönünden gözlem altına alındı. Aşı + 4 
0
C’de buzdolabında saklandı (Baş ve Alp, 2005). 
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Liyofilize Bakteri Suşu (1 Ampül) 
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Şekil 2.1. Aşı üretim şeması 

37 
0
C’de 24 saat inkubasyon 

Saflık kontrolü 

37 
0
C’de 72 saat inkubasyon 

Farede toksin titrasyonu Steril numune 

37 
0
C’de 10 gün  

Steril numune 

 

500 ml 500 ml 

http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjbgYKs64LeAhVBx5AKHSO-D1MQjRx6BAgBEAU&url=http://www.cabri.org/guidelines/micro-organisms/m300ap514.html&psig=AOvVaw2CG26o_aaow8iUtxTWS0lY&ust=1539500107752508
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    2.9. PLGA Mikrosferlerinin Hazırlanması 

  

PLGA mikrosferleri çift emülsiyon çözücü buharlaştırma metoduna göre hazırlandı 

(Jaganathan vd., (2005). Kısaca, 2 ml toksoid içerisine % 1.5 oranında trehaloz ve % 2 

oranında Mg(OH)2 katıldı. Bunun üzerine metilen klorid içerisinde hazırlanmış % 5’lik 

PLGA solüsyonundan 25 ml ilave edilerek süspanse edildi. Daha sonra 50 W ve 10 saniye 

süre uygulanarak ultrasonik homojenizatörde (Bandelin) homojenize edildi. Bu emülsiyona  

%1 lik polivinil alkolden (PVA) 100 ml eklendi ve homojenizatör (Heidolph Silent 

CrusherS) ile yüksek hızda (30.000 rpm) 10 saniye süreyle karıştırıldı. Bu emülsiyon 125 

ml % 0.3’lük  PVA içerisine boşaltıldı ve 1 saat karıştırıldı. Daha sonra santrifüj işlemi 

uygulanarak mikrosferler toplandı ve distile su ile yıkandı. Mikrosferler vakumlu 

desikatörde kurutuldu  ve + 4 
0
C’de buzdolabında saklandı. Bir aşı dozu (2 ml) toksoid 

miktarı kullanıldığında yaklaşık 1 gr kurutulmuş mikrosfer elde edildi (Şekil 2.2). Tüm 

hayvanları aşılayacak miktarda mikrosferler  hazırlandı. 

 

 

 
Şekil 2.2. Kurutulmuş PLGA mikosferlerin görünümü 

 

2.10. Taramalı Elektron Mikroskop ile Mikrosfer Büyüklüğü ve Şeklinin Belirlenmesi 

 

  Mikrosferin büyüklüğü ve şekli taramalı elektron mikroskop (SEM) ile incelendi 

Bu işlem için Fırat Üniversitesi Merkez Laboratuvarı’nda bulunan Zeiss EVO MA10 

marka taramalı elektron mikroskobundan faydalanıldı (Şekil 2.3). PLGA mikrosferlerinden 

küçük bir miktar alınarak numune tutucusunun üzerine yerleştirildi. Görüntü almadan önce  

örnek altın kaplama işlemine tabi tutuldu. Görüntüleme yöntemiyle mikrosferlerin şekli 
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incelendi ve çapları ölçüldü. 

 

 

 
Şekil 2.3. PLGA mikrosferlerin taramalı elektron mikroskop ile analizi 

 

 

2.11.  PLGA Mikrosferlerinin  İçindeki Antijen Miktarının Belirlenmesi 

 

PLGA mikrosferlerinin içindeki yüklü protein miktarını tespit etmek için % 5 

sodyum dodesil sülfat içeren  0.1 M NaOH çözeltisinden 1 ml alınarak bir tüpe kondu. 

Üzerine 5 mg mikrosfer eklendi ve çözdürüldü. Daha sonra 3000 rpm’de 4 dakika santrifüj 

işlemi uygulandı ve supernatant alınarak Lowry  metodu ile analiz edildi (Rudra vd., 

2011). Bunun için 1 mg/ml protein ihtiva eden sığır albumin çözeltisinden tüplere 0, 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 µl eklendi. Tüplere saf su ilave edilerek toplam 

hacim100 µl,  olacak şekilde ayarlandı. Kör olarak bir tüpe 100 µl saf su konuldu.  Daha 

sonra her tüpe 2 ml çözelti D eklendi ve oda ısısında 10 dakika bekletildi (Şekil 2.4). 

Örnekler spektrofotometre küvetlerine konuldu ve UV spektrofotometre cihazı (Shimadzu 

UV-1800) kullanılarak 600 nm’de örneklerin köre karşı absorbansları okundu. Absorbans 

değerlerine karşılık gelen mg protein değerleri kullanılarak standart grafik hazırlandı (Şekil 

2.5). Numuneler içindeki protein miktarı standart grafikten elde edilen doğru denklemi 

kullanılarak hesaplandı (Quintilio vd., 2009; Ekmekci, 2016). Hem toksoid numuneden 

hem de mikrosferlerden 2’şer örneğin spektrofotometrede absorbansları okunarak 
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ortalamaları alındı. Mikrosferler içinde saptanan protein miktarı, başlangıçta kullanılan 

toksoid içerisindeki protein miktarına bölündü ve bulunan rakam 100 ile çarpılarak protein 

yüklenme oranı hesaplandı. 

 

 

 

Şekil 2.4.  Lowry metodunun uygulanışı 

 

 

 

 
 

Şekil 2.5. PLGA mikrosferleri içerisindeki protein miktarının belirlenmesinde kullanılan standart grafiği 
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2.12. Bağışıklık Kontrolü 

 

Hayvanları bağışıklamak için, kurutulmuş mikrosferler (15 gram) 30 ml PBS ile 

sulandırıldı. Alüminyum hidroksit adjuvantlı ve PLGA mikrosferli aşının bağışıklık testleri 

için 400-500 gr ağırlığındaki erkek kobaylar kullanıldı. Her biri 10 kabaydan oluşan 3 grup 

oluşturuldu. Birinci gruptaki kobaylara 21 gün ara ile 2 ml allüminyum hidroksit adjuvantlı 

aşı deri altı yolla çift doz verildi. İkinci gruptaki kobaylara PLGA mikrosferli aşıdan 2 ml, 

üçüncü gruptaki kobaylara PLGA mikrosferli aşıdan 1 ml deri altı yolla tek doz enjekte 

edildi (Şekil 2.6). Birinci gruptaki hayvanlardan ikinci aşılamadan, ikinci ve üçüncü 

gruptaki hayvanlardan tek doz aşılamadan 15, 30 ve 45 gün sonra kalpten kan alınarak 

serumlar elde edildi. Her gruptaki hayvanların serumları havuzlanarak bir tüpte toplandı. 

Kobay kan serumlarında en az 2.5 IU/ml düzeyinde antitoksinin varlığı farelerde 

Toksin Nötralizasyon Test (TNT) ile belirlendi (Baş ve Alp, 2005; Kılıç ve Kılınç, 2005). 

Bu testte, önceden letal dozu hesaplanmış C. oedematiens tip A alfa standart toksini (L+20, 

Dilüsyon Oranı: 1/6) kullanıldı. Her grupta aşılı kobaylara ait serumların 1/2, 1/4, 1/5, 1/8, 

1/16 ve 1/32 oranında dilüsyonları hazırlandı. Her grup için steril 6’şar adet tüp alındı. 

Tüplerin her birine yukarıda belirtilen oranda dilüe edilmiş standart toksinden 0.3 ml 

kondu. Birinci tüplere 1/2 oranında dilüe edilmiş serumdan, ikinci tüplere 1/4 oranında 

dilüe edilmiş serumdan, üçüncü tüplere 1/5 oranında dilue edilmiş serumdan, dördüncü 

tüplere 1/8 oranında dilue edilmiş serumdan, beşinci tüplere 1/16 oranında dilue edilmiş 

serumdan ve altıncı tüplere 1/32 oranında dilue edilmiş serumdan 0.3’er ml ilave edildikten 

sonra pipetle karıştırıldı. Toksin ve serum karışımları nötralizasyon için 37 
0
C’de 30 

dakika bekletildi. Daha sonra her karışımdan 2’şer beyaz farenin arka bacak adalesine 0.2 

ml enjekte edildi ve fareler 72 saat gözlemlendi (Şekil 2.7). Ölümlerin olup olmamasına 

göre sonuçlar değerlendirildi. Ayrıca standart toksinden 2 fareye 0,1’er ml dozunda kas içi 

verilerek toksinin kontrolü yapıldı. 
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Şekil 2.6. Kobaylara deri altı yolla aşının uygulanışı 

 

 

 

 
 

Şekil 2.7. Toksin+serum karışımlarının farelere kas  içi  yolla enjeksiyonu 



 

3. BULGULAR 

  

Tarrozi buyyonda üreyen ana tohum suşu kültüründen yapılan Gram boyamada 

Gram pozitif, çomak şeklinde bazıları sporlu C. oedematiens bakterileri görüldü (Şekil 

3.1).  Saflık kontolünde suşun saf olduğu belirlendi. Toksin üretim ortamı olarak kullanılan  

Ardehali besiyerinde üreyen kültürdeki C. oedematiens alfa toksin titrasyonunun 1/4000 

MLD50/ml olduğu tespit edildi. Aşı kültürünün inaktivasyonundan sonra yapılan canlılık 

testinde herhangi bir mikroorganizma üremesi ve detoksifikasyon kontrolünde  farelerde 

ölüm gözlemlenmedi. Deneysel olarak üretilen aşının aerobik ve anaerobik bakteriler, 

mikoplazmalar ve mantarlar yönünden yapılan sterilite testinde herhangi bir üreme 

saptanmadı. Kobaylarda yapılan zararsızlık testi sonucunda, hayvanlarda herhangi bir 

olumsuz reaksiyon gözlemlenmedi. 

 

 

 

Şekil 3.1. Gram boyama ile  C. oedematiens bakterilerinin ışık mikroskobunda görünümü (x1000) 
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 PLGA biyopolimeri ile kapsülleme işlemi sonrasında antijenin % 88 oranında  

mikrosferler içerisine yüklendiği saptandı. Taramalı elektron mikroskop analizinde 

mikrosferlerin çoğunun düzgün yuvarlak şekilli olduğu görüldü. Bazı alanlarda kırık ve 

delik mikrosferler tespit edildi. Mikrosfer çaplarının ölçümü sonucunda çoğunun 1-5 µm 

çapında olduğu belirlendi (Şekil 3.2).  

 

 

 
 

 
Şekil 3.2. PLGA mikrosferlerinin SEM görüntüsü 
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 Alüminyum hidroksit adjuvantı katılmış aşı ile çift doz (2 ml+2 ml)  aşılanmış 

kobayların kan serumlarında antikor düzeyi 15. günde 4 IU/ml, 30. ve  45. günlerde 8 

IU/ml  olarak belirlendi.  Bununla birlikte PLGA mikrosferli aşı ile tek doz (2 ml) 

aşılanmış kobayların kan serumlarında antitoksin düzeyi 15. günde 2 IU/ml, 30. ve  45. 

günlerde 8 IU/ml,   PLGA mikrosferli  aşı ile yarım doz (1 ml) aşılanmış kobayların kan 

serumlarında antikor düzeyi 15. günde 1 IU/ml, 30. günde  ve  45. günde 2 IU/ml  olarak 

tespit edildi (Tablo 3.1).  

  Alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı ile 2. aşılamadan ve  PLGA mikrosferli aşının 

tek doz uygulanmasından sonra hayvanlardaki bağışıklık düzeyi, uluslararası standartlara 

göre minimum olması gereken  düzeyin (2.5 IU/ml) üzerinde bulundu. Bununla birlikte 1 

ml PLGA mikrosferli aşı verilen hayvanlarda yeterli bağışıklık düzeyi saptanamadı (Şekil 

3.3).    

 

Tablo 3.1. Alüminyum hidroksit adjuvantlı ve PLGA mikrosferli aşıların deney hayvanlarındaki bağışıklık        

sonuçları 

 

Aşı Türü Antikor titresi (IU/ml) 

15. gün 30.gün 45. gün 

Alüminyum hidroksitli aşı 

(çift doz) 

4 8 8 

PLGA mikrosferli  aşı  

 (tek doz) 

2 8 8 

PLGA mikrosferli  aşı 

 (yarım doz) 

1 2 2 
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Şekil 3.3.  PLGA mikrosferli ve alüminyum hidroksitli aşılar ile aşılama sonrası oluşan antikor titreleri  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

 

 İnsan ve hayvan aşılarının geliştirilmesinde nanoteknolojinin kullanımı son yıllarda 

önem kazanmıştır (Kim, vd., 2014; Zhao vd., 2014). PLG ve PLGA gibi sentetik 

polimerler mükemmel biyobozunur ve biyouyumlu polimerlerdir. Bu nedenle nanopartikül 

hazırlamada yaygın olarak kullanılmaktadırlar (Peek vd., 2008; Akagi, vd., 2012; Danhier 

vd., 2012). Sentetik polimerlere ilave olarak aljinat, inulin, pullulan ve kitosan gibi 

polisakkarit yapıdaki doğal polimerler de nanopartiküllü adjuvantların hazırlanmasında 

kullanılmıştır (Uenaka vd., 2007; Honda-Okuba vd., 2012; Li vd., 2013; Feng, vd., 2013). 

İnaktif aşıların etkinliğini artırmak için aşıların üretimi aşamasında çeşitli adjuvantlar 

katılır. Alüminyum bileşikleri 90 yıldan fazla hem insan hem de hayvan aşılarının 

üretiminde kullanılan bir adjuvanttır (Pasquale vd., 2015; Lee ve Nguyen, 2015). 

Alüminyum bileşiklerinin genellikle humoral bağışık yanıtı uyarması ve bu adjuvatların 

kullanılmasıyla üretilen inaktif aşıların tek dozunun yeterli bağışıklığa yol açmaması 

dezavantaj oluşturmaktadır (Spickler ve Roth, 2003).  Klasik adjuvantlara alternatif olarak, 

hem hücresel hem de humoral bağışık yanıtı uyaran bir polimer olan PLGA’nın, tek dozlu 

aşıların geliştirilmesinde kullanılabileceği bildirilmiştir (Bailey vd., 2017; Woo vd., 2018).  

Bu çalışmada, laboratuvarda küçük ölçekte enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı 

aşısı üretilmiş ve adjuvant olarak alüminyum hidroksit ve PLGA biyopolimeri 

kullanılmıştır. Her iki adjuvant kullanılarak üretilen aşının kobaylarda oluşturduğu 

bağışıklık düzeyleri karşılaştırılmıştır. Aşılamadan sonraki 15. günde alüminyum hidroksit 

adjuvantlı çift doz aşının antikor titresi 15. günde 4 IU/ml iken,  tek doz verilen PLGA 

mikrosferli aşının antikor titresi 2 IU/ml olarak belirlenmiştir. Ancak 30. ve 45. günlerde 

çift doz alüminyum hidroksit adjuvantlı aşı ile tek doz PLGA mikrosferli aşının antikor 

titresi aynı seviyede (8 IU/ml) bulunmuştur. PLGA mikrosferli aşı yarım doz (1 ml) 

verildiğinde uluslararası kabul edilen titrenin (2.5 IU/ml) altında bir titre elde edilmiştir. 

Bu çalışmanın sonuçları, PLGA mikrosferli enfeksiyöz nekrotik hepatitis aşısının tek 

dozunun yeterli bir bağışıklık oluşturduğunu göstermektedir. Daha önce PLGA mikrosferli 

enfeksiyöz nekrotik hepatitis aşısı ile ilgili herhangi bir çalışma yapılmadığından tespit 

edilen antikor titrelerini karşılaştırmak mümkün olmamıştır. Bununla birlikte bu çalışmaya 

benzer bir şekilde tek doz PLGA mikrosferli tetanoz (Jagahanthan vd., 2005), difteri (Woo 

vd, 2018) ve hepatit B (Jaganathan vd., 2004: Sivakumar vd, 2008) aşılarında da yeterli bir 
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bağışıklık düzeyi elde edilmiştir.  

Bu çalışmanın sonuçları, kapsulleme esnasında bir miktar protein antijeninin 

kaybına rağmen 30. günden sonra tek doz PLGA mikrosferli ve çift doz alüminyum 

hidroksitli aşının aynı düzeyde bağışıklık seviyesine ulaştığını göstermektedir. 15. günde 

PLGA mikrosferli aşının antikor titresinin düşük olması mikrosferler içerisinden ilk 

günlerde antijenin yavaş salınımından kaynaklanabilir. Polimerik partikül büyüklüğü, 

polimerin molekül ağırlığı ve hidrofobisitesi gibi faktörler antijen salınım süresini 

etkilemektedir. Düşük hidrofobisite ve daha küçük partikül büyüklüğüne sahip 

mikrosferden daha hızlı antjen salınımı gerçekleşir. Hidrofobisitesi yüksek ve daha büyük 

partiküllü mikrosferden antijen salınımı çok yavaştır (Johansen vd., 2000). PLGA 

polimerinin bozunma yarı ömrünün polimerin monomer kompozisyonuyla ilişkili olduğu, 

glikolid/laktid oranı 50/50 olduğunda bozunma yarı ömrünün minimum düzeyde 

gerçekleştiği bildirilmiştir (Miller vd., 1977; Cleland, 1995). Bununla birlikte 

laktid/glikolid oranı 75/25 olarak arttığında PLGA’nın bozunma oranının laktid/glikolid 

oranı 50/50 olan PLGA’dan daha hızlı olduğu saptanmıştır (Isobe vd., 1996). Diğer bir 

çalışmada ise, en yavaş hepatit B antijeni salınımı, laktid/glikolid oranı 50/50 olan PLGA 

polimeri kullanıldığında elde edilmiştir (Shi, vd., 2002). Partikül büyüklüğü 10 µm’den 

küçük mikrosferler hemen antijen sunan hücreler (dentritik hücreler ve makrofajlar) 

tarafından alınır ve adjuvant etkisi hemen başlar. Bundan daha büyük mikrosferler 

enjeksiyon yerinde kalır, yavaş yavaş antijen  salınımı gerçekleşir (O’Hagan vd., 1993; 

Johansen, vd., 2007). Thomas vd. (2010) tarafından yapılan bir çalışmada, 5µm çapındaki 

hepatit B antijeni yüklü mikrosferlerin 12 µm çapındakilerden daha güçlü bir immun yanıt 

oluşturduğu saptanmıştır. Eldridge vd. (1991) tarafından yapılan çalışmada ise, stafilokok 

enteroksin B toksoidi yüklü 10 µm’den küçük PLGA mikrosferlerinin daha güçlü immune 

yanıt oluşturduğu belirlenmiştir. Joshi vd. (2012), ovalbümin antijeni yüklü 17 µm, 7 µm,  

1 µm ve 300 nm büyüklüğündeki PLGA partiküllerin immun yanıt üzerindeki etkilerini 

araştırmışlar ve daha küçük partiküllerin erken dönemde sitotoksik T lenfositlerini daha 

yüksek oranda aktive ettiklerini tespit etmişlerdir. Gutierro vd. (2002),  200, 500 ve 1000 

nm büyüklüğündeki BSA yüklü PLGA partiküllerinin farelerde oluşturduğu antikor 

miktarlarını karşılaştırmışlar, küçük partiküllerden başlangıçta antijen salınımının daha 

yavaş olduğu fakat 1000 nm büyüklüğündeki partiküllerin daha yüksek IgG oluşumuna yol 

açtığını bildirmişlerdir. Yapılan bu çalışmada ise, antijenin kapsüllenmesinde 

laktid/glikolid oranı 50:50 ve molekül ağırlığı 30.000-60.000 dalton olan PLGA 
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biyopolimeri kullanılmış ve mikrosferlerin çoğunun çapı 5 µm’den küçük bulunmuştur. Bu 

çalışmanın sonuçları laktid/glikolid oranı 50:50 olan PLGA polimerin C. oedematiens 

toksoidinin enkapsülasyonu için kullanılabileceğini göstermektedir. 

Koyunların enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı etkeni olan C. oedematiens  tip B  

ekstraselüler toksinler (alfa, beta, zeta ve eta) üretir. Bu toksinler letal, ödamatöz ve 

sitotoksik aktiviteye sahiptir. Bu bakterinin sebep olduğu hastalıktan korunmada toksoid 

aşılardan yararlanılmaktadır. Alfa toksini en etkili toksin olup bu toksini içeren aşıların 

koruyucu etki gösterdiği bildirilmiştir (Arda, vd., 1997; Blood ve Radostits, 1989). 

Amitmoto vd. (1998), 4 µg C. oedematiens alfa toksin içeren alüminyum fosfatlı aşıyı 

kobaylara uygulamışlar ve tüm kobayların 10 IU ve daha fazla antikor titresine sahip 

olduğunu,  1 µg toksin içeren aşıyı verdiklerinde 5 IU’nin altında antikor titresine sahip 

kobayların tümünün koruma testinde öldüğünü bildirmişlerdir. Aynı araştırıcılar 

kobaylardaki antikor titresini belirlemek için vero hücrelerini kullanarak toksin 

nötralizasyon testini uygulamışlardır. Yapılan bu çalışmada ise, kobaylarda antikor titreleri 

fare TNT ile ortaya konmuştur. Fare toksin nötralizasyon testinde aşılı hayvanlardan elde 

edilen serumlarla alfa toksin nötralize edilir ve farelerde ölüm olup olmamasına göre 

değerlendirme yapılır. Toksin titrasyonunun belirlenmesinde kullanılan in vitro testlerin in 

vivo testlere göre avantajları vardır. İn vitro testler daha güvenlidir ve çok sayıda farenin 

kullanılmasına ihtiyaç duyulmamaktadır (Hogarth-Scott vd., 1980). Bu çalışmaya benzer 

şekilde bazı araştırıcılar, enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı aşısının kobay antikor 

titrelerini belirlemek için fare TNT’ni kullanmışlardır (Kılıç ve Kılınç 2005; Baş ve Alp, 

2005).  

Bu çalışmada saptanan antikor titreleri, aynı suş kullanılarak Baş ve Alp (2005) 

tarafından hazırlanan monovalan ve kombine aşıdan elde edilen antikor değerinden (>10) 

biraz düşük bulunmuştur. Bu farklılık aşı hazırlama tekniğin farklılığından kaynaklanabilir. 

Baş ve Alp (2005), aşıyı hazırlarken ultrafiltrasyon yöntemiyle konsantrasyon 

gerçekleştirmişlerdir. Araştırıcılar ultrafiltrasyon cihazı ile 10.000-30.000 dalton 

büyüklüğündeki molekülleri filtre etmek suretiyle kültürü 3 kat konsantre ederek, kültürün 

hacmini düşürmüşlerdir. Fakat bizim çalışmamızda konsantrasyon işlemi uygulanmamıştır. 

Kobayların aşılanmasında her iki çalışmada da aynı hacimde aşı verilmekle birlikte 

konsantre edilmiş aşı içerisindeki antijen miktarının fazla olması daha yüksek oranda 

antikor oluşumuna neden olabilir. Nitekim Amitoo vd. (1998), C. oedematiens tip B 

toksoid aşısının kobaylara verdikleri aşı miktarını azalttıklarında antikor titresinin 
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düştüğünü belirlemişlerdir. 

Aşı bağışıklık çalışmalarında elde edilen antikor titreleri hayvan türlerine göre 

değişebilmektedir. C. oedematiens aşısının bağışıklık çalışmaları tavşanlarda yapıldığında 

elde edilen titreler kobaylardan elde edilen titrelere göre 3-10 kat daha düşük bulunmuştur 

(Webster ve Frank, 1985). Baş ve Alp (2005), alüminyum hidroksitli C. oedematiens 

aşısının bağışıklık testini hem kobaylarda hem de koyunlarda yapmışlar, kobaylarda 10  

IU/ml’nin üzerinde ve koyunlarda 2.5-5 IU/ml titre elde etmişlerdir. Kılıç ve Kılınç, 

(2005), alüminyum hidroksit adjuvantlı enfeksiyöz nekrotik hepatitis aşısı uygulanan 

koyunlarda aşının oluşturduğu bağışıklık düzeyini araştırmışlar, çift doz aşının 2. ayda 

antikor titresini 16 IU/ml    düzeyinde tespit etmişlerdir. Her iki çalışmada da havuzlanmış 

serum örnekleri kullanılmıştır.   

Önceki çalışmalar PLGA ile kapsülleme işleminde ilave edilen trehalozun toksoid 

içindeki antijenin stabilitesini artırdığını göstermektedir. PLGA’nın hidrolizi sonucu laktik 

ve glikolik asit açığa çıktığından mikrosferler içinde pH 3’ün altına düşer. Asidik pH’yı 

nötralize etmek için Mg(OH)2 katılır. Trehaloz kapsülleme esnasında organik çözücülerden 

antijenik proteini korur. Trehaloz sulu ortamda kayda değer çözünürlüğe sahiptir. 

Trehalozlu ortamda antijen salınımı daha hızlıdır (Jaganathan vd., 2004). Protein 

stabilizatörü olarak sığır serum albümin (BSA), manntitol ve sükroz kullanılmasına 

rağmen antijenin yapısının korunması ve daha iyi salınım için sadece  trehalozun etkili 

olduğu, kapsülleme işleminde trehaloz konsantrasyonu % 0.5’den % 2’ye artırıldığında, 

antijen salınımının da % 80-90 oranına ulaştığı, trehalozsuz mikrosferlerdeki yüklü protein 

miktarının % 30-40 oranında olduğu bildirilmiştir  (Jaganathan vd., 2005). Bununla 

birlikte, Quintilio vd. (2009) tarafından yapılan bir çalışmada, protein stabilizatörü 

içermeyen PLGA mikrosferleriyle kapsullenmiş tetanoz ve difteri aşıları uygulanan fare ve 

kobaylarda yeterli düzeyde bağışıklık elde edilmiştir. Yapılan bu çalışmada,  

mikrosferlerin hazırlanmasında antijen kaybını önlemek için toksoid içerisine % 1.5 

oranında trehaloz ve % 2 oranında Mg(OH)2 katılmıştır. Mikrosferler hazırlanırken 

eklenen toksoid içerisindeki proteinin yaklaşık % 88’i mikrosferler içerisine yüklenmiştir. 

Protein miktarında yaklaşık % 12 oranında bir kayıp görülmesine rağmen çift doz 

alüminyum hidroksitli aşıyla aynı seviyede bağışıklık elde edilmiştir. Jaganathan vd. 

(2005), trehaloz ilave ederek tetanoz antijenini PLGA ve kitosan ile kapsüllediklerinde 

mikrosferler içine protein yüklenme oranını % 90’a çıktığını bildirmişlerdir. Bununla 

birlikte bazı çalışmalarda (Johansen vd., 1999; Woo vd., 2018) daha düşük protein 
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yüklenme oranları belirlenmiştir. Protein yüklenme oranlarındaki bu farklılıklar, kullanılan 

polimerin tipi, antijenin özelliği ve mikrosfer hazırlama yöntemlerinin farklı olmasından 

kaynaklanabilir.  

Bu çalışmada, mikrosferler çift emülsiyon yöntemiyle hazırlanmıştır. Çift 

emülsiyon yöntemiyle mikrosferler hazırlanırken PLGA polimeri bir organik solvent 

içinde çözdürülür ve homojenize edilir. Daha sonra ikinci bir solvent ile çift emülsiyon 

yapılır, mikrosferler kurutulur ve toplanır (Shi vd., 2002).  Bu çalışmaya benzer şekilde 

diğer çalışmalarda da çift emülsiyon yöntemi kullanılmıştır (Shi, vd., 2002; Jaganathan vd., 

2004, Jaganathan vd., 2005; Quintilio vd., 2009; Woo vd., 2018; Khademi vd., 2018). 

Bununla birlikte, difteri toksoid aşısı için PLGA mikrosferlerinin hazırlanmasında 

püskürterek kurutma ve koaservasyon yöntemleri uygulanmıştır (Johansen vd., 2000).   

Mikrosferlerin içindeki  antijen miktarının belirlenmesinde uygulanan yöntemlere 

göre farklı sonuçlar elde edilebilebilmektedir. Johansen vd. (1999), polimer solventi olarak 

sodyum hidroksit/polisorbat ve diklormetanı kullanmışlar, iki solventin protein içeriği 

üzerinde etkisini karşılaştırmışlardır. Araştırıcılar, polimer sodyum hidroksit/polisorbat 

içinde çözdürüldüğünde daha yüksek protein miktarı saptadıklarını bildirmişlerdir. 

Bununla birlikte diğer bir çalışmada sodyum hidroksit/polisorbat’ın difteri toksininin 

antijenitesinde kayba neden olduğu rapor edilmiştir (Xing vd., 1996). Bu çalışmada da 

yukarıdaki çalışmalara benzer şekilde mikrosferleri çözdürmek için 0.1 M NaOH çözeltisi 

kullanılmıştır. 

Sonuç olarak, PLGA mikrosferli enfeksiyöz nekrotik hepatitis aşısının tek dozunun 

alüminyum hidroksitli aşının çift dozu ile aynı düzeyde bağışıklık oluşturduğu ortaya 

konmuştur. Bu sonuç veteriner toksoid aşılarının geliştirilmesine büyük katkı 

sağlayacaktır. Ancak polimerler kullanılarak üretilen aşıların bağışıklık düzeyleri, 

mikrosferleri hazırlamada kullanılan yöntem, polimerin tipi, solventlerin çeşidi, protein 

stabilizatörleri gibi birçok faktörden etkilendiği için daha kapsamlı çalışmaların 

yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır.  

 

 

 



 

5. ÖNERİLER 

  

 İnaktif ve toksoid aşıların koruyuculuğu sınırlı ve kısa süreli oduğundan, belirli 

zaman aralıklarında rapel aşılamalara ihtiyaç duyulmaktadır. İnsanlarda diftteri ve tetanoz  

hastalıklarından korunma için tek dozda yeterli  bağışıklık sağlayan PLGA biyopolimerli 

aşılar geliştirilmiştir.  Veteriner alanda PLGA biyopolimerli aşı çalışmaları oldukça azdır. 

Bu çalışmada, tek doz PLGA mikrosferli enfeksiyöz nekrotik hepatitis hastalığı aşısının 

koruyucu etki oluşturduğu ortaya konmuştur. Ancak polimerli veteriner aşılarının üretimi 

alanında yeni çalışmaların yapılması gerekmektedir.  

 

 Veteriner alanda daha ekonomik olması için maliyeti düşük polimerler 

üretilmelidir. Farklı biyopolimerlerin veteriner aşılarının üretiminde kullanılabilirliği 

araştırılmalıdır. 

  

 Biyopolimerler, biyobozunur ve biyouyumlu maddeler olduklarından ülkemizde 

gerek hayvan ve gerekse insan aşılarının üretiminde bu ürünlerin kullanılması 

desteklenmelidir. 

 

 Ülkemizde hayvan aşıları gerek kamu gerekse özel sektöre ait kurumlar tarafından 

üretilmektedir. Bu kurumlar nanoteknolojinin aşı üretiminde kullanılması için Ar-Ge 

faaliyetlerini geliştirmelidirler. 

 

 Kapsülleme işleminde antjenin yapısına göre kullanılacak polimer seçimi ve 

kapsüllemede kullanılacak yöntemler konusunda detaylı çalışmalar yapılarak, en iyi 

bağışıklık oluşturan polimerler seçilmeli ve protein denatürasyonunu en aza indirecek 

yöntemler uygulanmalıdır.   
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