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ONsOz

Rhodococcus equi (R. equi), 6 aydan kiigiik taylarda pyograniilomatoz
bronkopndémoniye neden olan Gram pozitif, hareketsiz, zorunlu aerob, hiicre i¢i
mikroorganizmadir. Enfeksiyondan korunmada neonatal taylarda bagisikligin
yeterince gelismemesi nedeniyle gebe kisraklarin asilanmasi 6nem arz etmektedir. R.
equi enfeksiyonuna yonelik asi calismalari bulunmasina ragmen yaygin olarak
kullanilan ruhsathi etkili as1 bulunmamaktadir. Biyoteknoloji alaninda hizli
ilerlemeler mikrobiyoloji alaninda da devam etmektedir ve rekombinant DNA
teknolojisinin 6nemi de giinden giine artmaktadir. Bu ¢aligmada, rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak sahadan izole edilen R. equi’ den rekombinant VapA
proteininin elde edilmesi ve antijenik benzerliginin dogal VapA ile karsilastiriimas,
2 farkli adjuvant ile kombine edilerek 4 farkli aday asinin gelistirilmesi amaglandi.
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

Rhodococcus equi VapA Geninin Rekombinasyonu, VapA Proteinin

Saflastirilmasi ve As1 hazirlanmasi

Gokcenur SANIOGLU GOLEN
Veterinerlik Mikrobiyolojisi Anabilim Dah

DOKTORA TEZi/ KONYA-2019

Rhodococcus equi (R. equi), yenidogan taylarda agir pyograniilomatoz pndmoniyle seyreden
ve diinyada da yaygin olarak dnemli kayiplara neden olan dnemli bir patojendir. Etkenin bagirsak
florasinda bulunmasi, fekal-oral-solunum yollarindan bulagmasi ile taylarda basta solunum sistemi
olmak tizere tiim i¢ organlarda ve eklemlerde piyojenik enfeksiyonlara sebep olmaktadir. Hiicre igi
tiremesinden dolayr da antibiyotiklerle gergek¢i bir sagaltim yapilamamaktadir. R. equi’nin
immunosupresif insanlarda zoonoz oldugu bilinmektedir.

Taylarda R. equi’ nin teshisi mikrobiyolojik ve serolojik yapilmaktadir. Serolojik teshis ise
enfeksiyondan ziyade gecirilen veya devam eden enfeksiyonu tanimlamaktadir. Neonatal taylarda
bagisiklik sistemi yeterince gelismediginden genellikle asilama basarisizlikla sonuglanmaktadir.
Patojenite i¢in VapA’ nin bulunmasi énemli bir kriter kabul edilmektedir.

Bu ¢alisma, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi (SUVF) Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
daha 6nce yapilan ¢aligmalarda; bakterintVapA’ I1 aginin bakterin agidan daha etkin olmasi dikkate
alinarak planlandi. Calismada SUVF kiiltiir koleksiyonundaki R. equi susu/suslar1 kullanildi. CAMP
testiyle en etkili hemolize neden olan sus belirlendi.

R. equi’nin VapA geni Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile amplifiye edildikten sonra
pET SUMO ekspresyon vektoriine klonlanarak E. coli BL21 (DE3) hiicresine aktarildi. Vektore
aktarilan rekombinant VapA (rVapA) geninin dogrulanmasi, PZR ve dizi analizleri ile yapildi. Dogal
VapA’'nin (dVapA) ile rVapA antijenleri IMS 3012 veya Petgel A adjuvantlari ile formiile edilerek
dort farkli aday asi hazirlandi. Asilarin seropotens fare gruplarindaki antikor titreleri, dVapA ve
rVapA antijenleriyle tasarlanan ELISA kitleri hazirlanip, Oolgiilerek karsilastirildi.  Asilarin
koruyuculugunu ve antijenik yapilarini karsilagtirmak igin ¢eling grubu farelere ikinci agilamadan 10
glin sonra patojen R. equi intraperitonal yolla enjekte edildi. Asili ve asisiz gruplardaki fareler bir
hafta arayla dekapitasyon uygulanarak i¢ organlarindan geri izolasyon yapildi. Sonuglarmnin
degerlendirilmesinde eslestirilmis T-testi istatistik analizi kullanildi.

Dizi analizi sonuglarina gore; ¢alismada kullanilan R. equi’ nin VapA geni ile NCBI Gen
Bankasindaki referans R. equi’nin VapA geninin baz dizilimi ile %99.4 oraninda uyumlu bulundu.
ELISA sonuglarina gore; 1) ast antijeninin test antijeni olarak kullanilmas ile daha giivenilir sonuglar
elde edilecegi, ii) dort farkli agi grubuna ait ELISA degerlerinin ortalamalarinin istatiksel olarak
degerlendirildiginde sonucun kontrol grubuna gore anlamli oldugu, iii) PetgelA adjuvanti ile formiile
edilen rVapA antijeninin immun sistemi nispeten daha giliglii uyardig1 ve ¢eling grubu fare i¢
organlarindan geri izolasyonun daha az oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Asi, IMS 3012, PetgelA, Rekombinant VapA, Rhodococcus equi.
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Rhodococcus equi (R. equi) is an important pathogen in neonatal foals with severe
pyogranulomatous pneumonia and causes widespread loss in the world. The presence of the causative
agent in the intestinal flora, transmission through the fecal -oral-respiratory tract, leads to pyogenic
infections in all internal organs and joints, especially the respiratory system in foals. Because of the
intracellular growth of R. equi, a realistic treatment with antibiotics is not possible. R. equi is known
to be zoonosis for immunosuppressive humans.

The diagnosis of R. equi in the foals is microbiological and serological. The serological
diagnosis refers to the infection that is passed or ongoing rather than the infection. The presence of
VapA for pathogenicity is considered an important criterion.

This study was planned to produce a more effective VapA bacterial vaccine than the bacterial
vaccine previously produced in Selcuk University Faculty of Veterinary Medicine, Microbiology
Department. In this study, R. equi strains were obtained from Selcuk University Veterinary Faculty
culture collection, and the most effective hemolysis strain was determined by the CAMP test.

The VapA gene of R. equiwas amplified by Polymerase Chain Reaction (PCR) and
transferred to E. coli BL21 (DE3) cell by cloning it into the pET SUMO expression vector. The
transformation of the recombinant VapA (rVapA) gene into vector was confirmed by PCR and
sequence analysis. Four different candidate vaccines were prepared by formulating natural VapA
(nVapA) with rVapA antigens IMS 3012 or Petgel A adjuvants. The antibody titers of vaccines in the
seropotence mouse groups were measured and compared by preparing ELISA Kits designed with
nVapA and rVapA antigens. To compare the protective and antigenic structures of the vaccines, the
challenging group of mice was injected intraperitoneally with the pathogenic R. equi 10 days after the
second vaccination. The mice in the vaccinated and unvaccinated groups were decapitated after one
week to isolate the microorganism again from the internal organs. A paired T-test statistical analysis
was used to evaluate the results.

According to the results of sequence analysis; The VapA gene of R. equi which used in this
study was 99.4% compatible with the base sequence of the VapA gene of reference R. equi in the
NCBI Gene Bank. According to the results of ELISA; i) more reliable results can be obtained by
using the vaccine antigen as a test antigen, ii) When the average of ELISA values of four different
vaccine groups were evaluated statistically, the result was significant compared to the control group,
iii) The rVapA antigen formulated with the PetgelA adjuvant was found to stimulate the immune
system relatively strongly and less back-isolation from the internal organs of mice in challenging
group.

Keywords: Vaccine, IMS 3012, PetgelA, Recombinant VapA, Rhodococcus equi.



1. GIRIS
1.1.Tanmim

Rhodococcus equi (R. equi) ozellikle 1- 6 ay arasinda gen¢ taylarda
pyograniilomatoz  bronkopnémoniye neden olan hiicre i¢i firsatgr  bir
mikroorganizmadir. Ayrica taylarda osteomiyelitis, septik artritis, {lseratif
enterokolitis, mezenterik lenfadenopati ve diyare olguya eslik etmesiyle ani 6liime
neden olabilmektedir (Prescott 1987, Giguére ve ark 2011). Son yillarda bagisiklik
sistemi baskilanmis insan vakalarinin artmasiyla R. equi 'nin zoonotik potansiyelinin
farkindalig1 ortaya ¢ikmis ve bu nedenle patojenin daha iyi gozetilmesinin 6nemi

vurgulanmistir (Weinstock ve Brown 2002, Ocampo-Sosa ve ark 2007).

R. equi, toprakta saprofit olan ve atlarin digkilarinda ¢ogalan Gram pozitif
kokobasil, hareketsiz, fakiiltatif aerobik hiicre igi bakteridir. Rezervuar kaynagi
toprak olmasina ragmen at bagirsaklarinda da cogalabilir (Giguére ve ark 2011,
Muscatello 2012). Bulasma fekal-oral ve aerosol yolla olup, aerosol yolla yayilmasi
Klinik enfeksiyonda 6nemli bir rol oynar. R. equi' nin yalmzca belirli suslari
patojeniktir ve ¢esitli viriilens genleri tanimlanmistir. Cevrede bulunan ¢ogu R. equi
izolat1 viriilens ozelliklerinden yoksun olmasina ragmen plazmidlerin rol oynadigi
virlilent izolatlar1 bulunmaktadir. Taylarda viriilens, 15-17 kDa lipoprotein “viriilens
ile iligkili protein A” (VapA)' y1 kodlayan 80-90 kb plazmidlerin varhig ile iligkilidir
(Giles ve ark 2014).

R. equi 'nin epidemiyolojisi, ¢evre, subklinik tasiyicilar ve duyarl konakgilar
arasinda hassas bir denge gostermektedir. Birgok at tesisinde endemik olarak
toprakta bulunur ve endemik olmayan yerlerde de sporadik olarak goriilmektedir.
Hayvan yogunlugunun arttigi dénemlerde ve tozlu sicak kuru iklimlerde enfeksiyon
riski artmaktadir (Muscatello 2012)

R. equi pnomonisi, at¢ilik endistrisini maddi kayiplarla karsi karsiya
birakarak onemli 6lciide etkiler ¢iinkii hastaliktan kurtulan taylarin yarigma olasilig
daha diisiiktiir. Antibiyotik tedavisi pahalidir, uzun siirmektedir ve tam olarak
basarili degildir (Giguére ve Prescott 1997). Bundan dolay1r R. equi, taylarin en
onemli patojenlerinden biri olmaya devam etmekte ve rhodococcosis hastaligini

onlemek i¢in asilama stratejileri artan bir sekilde arastirilmaktadir. Koruyucu asilar

1



elde etmek igin birgok c¢alisma gerceklestirilmis olmasina ragmen R. equi
pnoémonisinin taylarda etkin sekilde 6nlenmesi i¢in tam olarak etkili immunizasyon

prosediirii mevcut degildir (Takai ve ark 1999, Hines ve ark 2001)

Yeni asilama stratejilerinin gelistirilmesinde rekombinant DNA teknolojisinin
kullanilmast ile istenilen proteinlerin yiiksek miktarda ve saf bir sekilde ekspresyonu,
tasiyici bakterilerin hizla gogaltilabilmesi, kosullarin olusturulmasimin ekonomik
olmasi nedenleriyle koruyucu as1 elde etmek amaciyla umut vaad eden yontemlerden

biri olarak goriilmektedir (Serensen ve Mortensen 2005).
1.2. Tarihge

R. equi ilk kez 1923'te Magnusson tarafindan Isveg taylarindaki graniilomatoz
akciger enfeksiyonlarindan izole edilerek Corynebacterium equi (C. equi) olarak
isimlendirilmistir (Hondalus 1997). Giintimiize kadar domuz, sigir, manda, keg¢i,
alpaka, koyun, geyik, kedi, kopek, koala, marmoset, timsah gibi ¢esitli hayvanlardan
izole edilmistir (Elliott ve ark 1986, Carrigan ve ark 1988, Prescott 1991, Tkachuk-
Saad ve ark 1998, Davis ve ark 1999, Cuteri ve ark 2001) Insanlarda ilk vaka 1967
yilinda bildirilmistir. (Golub ve ark 1967). Sonrasinda 6zellikle HIV viriisii tastyan,
immunosiipresif tedavi uygulanan (organ nakli yapilan, kanser tedavisi goéren)
hastalardan siklikla izole edildigi rapor edilmistir (Clotet ve ark 1993, Munoz ve ark
1998, Gray ve ark 2000, Fidvi ve ark 2003).

R. equi iilkemizde ise ilk kez taylardan 1997 yilinda Bursa ¢evresinde
bulunan bir at yetistirme ciftliginde irinli pndmoniden 6len bir tayin akcigerinden
izole edilmistir (Cetin ve Kahraman, 1997). Aynmi yil igerisinde Malatya ilinde
bulunan Sultansuyu Harasinda 2 arap taymnin nekropsisinde makroskopik olarak
g6zlenmis ve ayrica bakteriyolojik olarak da R. equi izole edilmistir (Karadas ve ark
1997).

1.3.Taksonomi

R. equi (Rhodococcus hoagi / Prescottella equi) giiniimiizde halen devam
eden bir siniflandirma ge¢misine sahiptir (Goodfellow 1987, Garrity 2014, Tindall
2014). R. equi, hiicre duvarinda mikolik asit igeren ve yaklasik % 61-72 kadar G+ C

icerigine sahip Actinobacteria sinifinda yer almaktadir (Zakrzewska-Czerwinska ve



ark 1988). Rhodococcus cinsi mikroorganizmalar  Actinobacteria  sinifi,
Actinomycetales  takimi, Nocardiaceae  familyasinda  smiflandirilmaktadir
(Goodfellow 1987, Bell ve ark 1998, Aydin ve ark 2006). Bu sinifa ait diger cinsler
Mycobacterium spp, Corynebacterium spp, Nocardia spp, Gordona spp,
Tsukamurella spp ve Dietzia spp' dir. ilk kez 1923'te izole edildiginde R. equi,
Corynebacterium sinifi morfolojisine benzeyen Gram pozitif difteroid goriiniimiine
dayanarak C. equi olarak siniflandirilmistir (Barton 1992). izole edildigi giinden beri
birgok kez yeniden adlandirilmistir. Lutje (1923) ayni1 mikroorganizmayi pndomonili
taylardan izole ederek C. pyogenes equi roseum olarak isimlendirmistir. Jensen
(1934) ve Krasilnikov (1966) yilinda etkenin Mycobacterium cinsine benzedigini
belirleyerek etkenin Mycobacterium equi olarak isimlendirilmesi gerektigini One
stirmiistiir (Barton ve Hughes 1980). Sonraki yillarda etkenin domuzlardan izole
edilmesiyle C. magnusson-holth olarak isimlendirilmesi gerektigini bildirilmistir.
Holtman 1945 yilinda pnémonili buzagidan izole ettigi etkenin R. equi oldugunu
belirleyerek ve farkli konakgilarda da infeksiyonun olusabildigini belirtmek i¢in C.

purulentus ismini 6nermistir (Barton ve Hughes 1980).

Lipid kompozisyonu iizerine yapilan genetik, fenotipik ve immunodifiizyon
calismalar1 sonrasinda bakteri R. equi olarak adlandirilmistir (Goodfellow ve
Minnikin 1977, Barton ve Hughes 1980, Goodfellow 1987). R. equi’nin % 66-72 G+
C igerigine sahip olmasi1 ve Corynebacteria smifindan farkli immunodifiizyon
profilinde yer almasi da siiflandirilmasinda yardimci olmaktadir (Barton ve Hughes
1984, Goodfellow 1987). Diger taksonomik ¢aligmalar, organizmanin kendi cinsinin
Prescottella veya Prescottia cinsine sahip olmasi gerektigini ve bunun genomik
caligmalar ile desteklendigini gostermistir (Jones ve ark 2013, Vazquez- Boland ve
Meijer 2019). Ayrica R. equi tiirii yerine R. hoagii tiiriiniin olarak adlandirilmasi
gerektigi bildirilmektedir (Kampfer ve ark 2014). Taksonomik olarak tartisma devam
etmesine ragmen, R. equi adinin korunmasi 6nerilmektedir (Garrity 2014, Vazquez-
Boland ve Meijer 2019).

1.4. Etiyoloji

R. equi Gram pozitif, nispeten yavas gelisen, hareketsiz, kapsiillii ve sporsuz
bir kokobasil olmasina ragmen pleomorfik 6zellik gosterebilen 0.8-1.5 mikrometre

boyutlarinda ve ( Takai ve ark 1995, Vanniasinkam ve ark 2005) optimum tireme
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1s1s1 28-30°C’dir (Weinstock ve Brown 2002). (Sekil 1.1). Makrofajlar iginde kalici
sekilde ¢ogalabilen fakiiltatif aerobik hiicre i¢i patojendir (Hondalus ve Mosser
1994). Kronik ve bazen siddetli pyograniilomatoz pnémoni ve akciger apseleri ile
karakterizedir. Bu tip lezyonlar hem insanlarda hem de taylarda goriilmektedir (Takali

ve ark 1991, Takasugi ve Godwin 1991, Vanniasinkam ve ark 2005).
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Sekil 1.1. R. equi mikroskobik goriintiisii

R. equi kanli agarda 2-3 giin siiresinde 37°C’de hemolizi olmayan, mukoid,
parlak pembe, krema goriinimlii koloni olusturmaktadir (Sekil 1.2). Sivi ortamda
iretildigi zaman dipte tortu, yaygin bulaniklik meydana getirmektedir (Takai ve ark
1991). Karbonhidrat fermentasyonu yoktur; jelatin, indol testleri negatiftir. Buna

karsin {ireaz, lipaz, nitrat rediiksiyon, HZS, katalaz ve proteaz testleri pozitiftir

(Rogosa ve ark 1974, Barton ve Hughes 1980, Phumoonna 2005).



Sekil 1.2. R. equi’nin kanli agar iizerinde goriintiisii

R. equi, 1stya, kuru ortama ve formaldehit gibi bazi kimyasallara kars1 kismen
direnclidir. R. equi, 60°C 1sida, % 0,5’lik formaldehit, ve % 2,5’luk oksalik asitte 1
saat canliligim1  koruyabilmesine ragmen 80°C’de 10 dakika canliligini
kaybetmektedir. Toprak, diski, bagirsak igerigi ve lenf nodiilleri gibi kontamine
marazi maddelerden yapilacak ekimlerde bu o&zelliklerinden faydalanilmaktadir.
Ayrica besiyerine nalidiksik asit, novobiosin, siklohekzamidin ve potasyum tellurit
eklenerek selektif besiyerleri de kullanilabilmektedir (Takai ve ark 1991,

Vanniasinkam ve ark 2005, Phumoonna ve ark 2008).

R. equi’nin kapsiiler polisakkarit antijenleri ile agliitinasyon testi sonucunda
27 adet serotipe ayrildig1 bildirilmistir (Nakazawa ve ark 1983, Phumoonna 2005).
At, insan, domuz, kopek, kedi ve inek tiirlerinden elde edilen izolatlarin 7 kapsiiler
serotipe sahip oldugu gozlenmistir. Bu serotipler izolat orijinine bagli olmasina
ragmen; virilens ve serotipler arasinda iligskinin bulunmadigi bildirilmektedir
(Prescott 1981, Vanniasinkam 2001, Phumoonna 2005). Ayn serotipin hem viriilent
hem de aviriilent suslar1 bulunabilmektedir (Takai ve ark 1996, Vanniasinkam 2001,
Phumoonna 2005). R. equi viriilens 6zelliklerini mikolik asit, hiicre dis1 enzimler
olan fosfolipaz C ve kolesterol oksidaz, kapsiil, hiicre duvart ve polisakkaritler ve
Vap proteinleri belirlemektedir (Prescott 1991, Tan ve ark 1995, Hondalus 1997,



Meijer ve Prescott 2004, Hines 2007, Phumoonna ve ark 2008, von Bargen ve ark
2019).

R. equi' nin fosfolipaz C ve Kkolesterol oksidaz ekzoenzimleri ve
Staphylococcus aureus (S.aureus) beta toksini veya C. pseudotuberculosis fosfolipaz
D ile sinerjik inhibisyon sonucunda memeli eritrositlerinde hemolize neden
olmaktadir (Prescott ve ark 1982, Phumoonna 2005). R. equi tek basina eritrositleri
lize edememesine ragmen S. aureus’in sentezledigi stafilokokal B- hemolizin ve
fosfolipaz D ile birlikte eritrosit membranindaki seramit fosfati hidrolize edebilen

aktif fosfat olusmasi ve ile lizis sekillenmektedir.
1.5. Epidemiyoloji

R. equi, saprofitik olarak toprakta ve otoburlarin bagirsaklarinda yaygin
olarak goriilen onemli firsatg1 patojendir. Genellikle 1-6 aylik taylarda ve immun
sistemi baskilanmig insanlarda enfeksiyona neden olmaktadir Her iki tiirdeki
enfeksiyon da yaygin olarak yasami tehdit eden pyograniilomatoz pndémoni ve
akcigerde apselere neden olmasi ile karakterizedir (Barton ve Hughes 1980, Barton
1981, Prescott ve Hoffman 1993, Takai ve ark 1995, Giles ve ark 2014). R. equi’ nin
tiremesini destekleyen asetat ve propiyonat gibi organik ugucu yag asitlerinin giibre
igerisinde bulunmasindan dolay1 atlarin yogun oldugu bolgelerde etken daha sik
goriilmektedir. (Hughes ve Sulaiman 1987, Vanniasinkam 2001). Yapilan bir
calismada at ciftliklerindeki R. equi enfeksiyonunun, at bariaklarindaki viriilent R.
equi kontaminasyonunun yogunlugu ile dogru orantili oldugu tespit edilmistir (Takai
ve ark 1991, Phumoonna 2005). Cogu at ciftliginde R. equi bulunmasina ragmen
hastalik bazi ¢iftliklerde endemik bazilarinda sporadik olabilmekte veya bazilarinda
gozlenmemektedir. Bu durum ¢evre (sicaklik, toz, toprak pH vb.), yonetim kosullar
ve izolatlarin viriilensindeki farkliliklara bagli olabilecegi diigiiniilmektedir

(Phumoonna 2005, Giguére ve ark 2011).

Yenidogan taylarda % 3 -17 mortalite oranlar1 ve % 80 gibi yiiksek morbitide
oranlar1 bulunmaktadir (Takai ve ark 1995, Sekizaki ve ark 1995, Tan ve ark 1995,
Vanniasinkam 2001, Phumoonna 2005). Tim at giftlikleri R. equi ile enfekte olma
egilimindedir, ancak Klinik prevalansi ¢iftlikten ¢iftlige degismektedir. Bu

muhtemelen ¢evre ve yonetim kosullarindaki farkliliklarin yani sira, viriilent veya



avirillent R. equi suslarinin farklarindan kaynaklanmaktadir. Hastaligin endemik
olarak bulundugu ciftliklerin, genellikle Vap A plazmidi igeren viriilent R. equi ile
enfekte oldugu bildirilmektedir (Takai ve ark 1991, Sekizaki ve ark 1995, Tan ve ark
1995, Vanniasinkam 2001, Phumoonna 2005). Viriilensle iligkili antijenlerin ve
plazmidlerin kesfi taylarda R. equi enfeksiyonunda ileri epidemiyolojik ¢aligmalar
yapilmasint saglamistir. R. equi' nin taylardan elde edilen izolatlarinda viriilens
plazmidleri arasinda genotipik varyasyon 10 iilkede (Arjantin, Avustralya, Brezilya,
Kanada, Fransa, Macaristan, Japonya, Kore, Amerika ve Giliney Afrika)
incelenmistir. Viriilent R. equi izolatlarinda diinyada en az 12 viriilens plazmid
tipinin bulunabilecegi gosterilmistir (Morton ve ark 1998, Takai ve ark 1999, Takai
ve ark 2001, Takai ve ark 2003, Ribeiro ve ark 2005, Valero- Rello ve ark 2015).

Ulkemizde viriilent R. equi izolasyonu sonrasinda hastaligin epidemiyolojisi,
klinik belirtileri, tanisi, sagaltimi ve kontroliine yonelik c¢aligmalar yapilmaya
baslanmistir (Ozgiir ve Ilgaz, 2000). Marmara Bélgesi'nde yaris atlar1 bulunan
haralardaki taylarda sekillenen R. equi enfeksiyonunun teshisinin erken yapilmasinda
ELISA nin basarili oldugu bildirilmistir (Ozgiir ve ark 2002).

Insanlarda R. equi immun sistemi baskilanmis hastalar arasinda énemli bir
pulmoner patojen olarak ortaya ¢ikmustir (Prescott 1991, Cauchard 2004). R. equi
enfeksiyonu raporlart HIV enfeksiyonunun yayginligi organ nakli yapilan ve kanser
tedavisi gdren hastalarin artis1 ile es zamanli olarak artmistir. Insanlarda R equi
enfeksiyonu, HIV  enfeksiyonunun firsatgt  bir  komplikasyonu  olarak
immunosiipresyonun ileri asamalarinda ortaya ¢ikar. Genellikle bakteriyemi,
pulmoner kavitasyon ve zatiirre seklinde ciddi bir hastalik ile sonuglanir (Prescott
1991, Huffnagle ve Southern Jr 1992, Lopez ve ark 2003). Bununla birlikte,
Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu (AIDS) bulunan hastalarda 6liime neden
olan R equi pnomonisi vakasi da bildirilmistir (Walsh ve Cunha 1994). Bu
organizmanin neden oldugu insan vakalarinin hastaliginin ilk taninmasindan bu yana
100'den fazla bildirim oldugu belirtilmektedir (Weinstock ve Brown 2002). Yas veya
cinsiyet yanliligina dair net bir kanit olmamasina ragmen hastalarin %78'inin erkek
oldugu gozlendi (Prescott 1991). Buna ek olarak bildirilen R. equi enfeksiyonu
vakalariin yaklasik %10'u lenforetikiiler hastaliga sahip veya kemoterapi nedeniyle

immun sistemi baskilanmis ¢ocuklardan olusmaktadir (McGowan ve Mangano 1991,



Weinstock ve Brown 2002). Raporlarin yaklagik tigte birinde ¢iftlik hayvanlar1 ve
giibre ile temas insan vakalar1 olmasina ragmen insanlar i¢in ana enfeksiyon kaynagi
belirsizligini korumaktadir (Takai ve ark 1994, Weinstock ve Brown 2002). R. equi
ile kontamine olmus tozun solunmasi, yara igine girmesi veya beslenme yoluyla
alinmasi1 gibi mekanizmalardan birinin hastaliga yakalanma nedeni olabilecegi
distintilmektedir (Weinstock ve Brown 2002, Lopez ve ark 2003, Yamshchikov ve
ark 2010)

1.6. Virilens Faktorleri

R. equi’ nin viriilens ile iligkili elemanlar1; mikolik asit, hiicre dis1 enzim olan
kolesterol oksidaz, fosfolipaz C, kolin fosfohidrolaz ve Vap ailesinin bagli oldugu
sekiz geni kodlayan plazmitten olusan patojenite adasi, kapsiil, hiicre duvari ve
polisakkaritlerden olusmaktadir (Prescott 1991, Tan ve ark 1995, Hondalus 1997,
Meijer ve Prescott 2004, Hines 2007, Phumoonna ve ark 2008, von Bargen ve ark
2019).

R. equi virtilensinin temeli, etkenin hiicre icinde hayatta kalabilmesi
cogalabilmesi ve alveolar makrofajlarini yok edebilmesine dayanmaktadir. R. equi
konakg¢inin makrofajlarina adhezyonundan sonra makrofaja girer. Bakterinin memeli
hiicrelerine optimum sekilde yapismast konak¢i kompleman: ile desteklenir ve
konakgi hiicre ile patojen arasindaki baglanma; 16kosit kompleman reseptorii CD3
yoluyla meydana gelir (Hondalus ve ark 1993, Vanniasinkam 2001). Mycobacterium
tuberculosis, Leishmania major ve Cryptococcus neoformans gibi bazi hiicre igi
patojenlerin reseptor aracili mekanizmasiyla konak makrofajlarina girme kabiliyeti
iyi bilinmektedir (Schlesinger ve ark 1990, Levitz ve Tabuni 1991, Mosser ve ark
1992, Vanniasinkam 2001, Phumoonna 2005). R. equi diger hiicre i¢i patojenler gibi
alternatif kompleman yoluyla uygun bir reseptdr igeren makrofajlar ve monositler
gibi hiicreleri isgal edebilmekte ve hiicre igi Oldiirme yeteneklerine karsi
direnebilmektedir (Bellinger-Kawahara ve Horwitz 1990, Hondalus ve ark 1993,
Giles ve ark 2014).

1.6.1. Mikolik Asit

Rhodococcus ailesinin ana hiicre duvari bileseni olan mikolik asit igeren

glikolipid, graniilom olusumundaki viriilens faktorii olabilecegi diisiintilmektedir
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(Gotoh ve ark 1991, Hondalus 1997, Phumoonna 2005). Saflagtirilmis
glikolipidlerinin intravenéz uygulamasinin, farelerde graniilom olusumunu tesvik
ettigi gosterilmistir (Gotoh ve ark 1991, Asano ve ark 1993). Ayrica daha uzun
karbon zincirli mikolik asit igeren R. equi suslariyla enfekte farelerin daha agir
graniilomlar gelistirdikleri ve enfeksiyondan 6lme ihtimalinin daha yiiksek oldugu

gosterilmistir (Gotoh ve ark 1991, Vanniasinkam 2001).
1.6.2. Enzimler

R. equi, kolesterol oksidaz, lesitinaz, fosfolipaz C ekzoenzimlerine sahiptir ve
bu enzimler in vivo ile in vitro ¢alismalarda konak¢1 hiicre zarlarinda harabiyete,
makrofaj dejenerasyonuna, sitotoksisiteye neden olmaktadir (Smola ve ark 1994).
Linder ve Bernheimer (1982) viriilent R. equi susu tarafindan iretilen kolesterol
oksidazin memeli dokularinda toksik oldugu ve fagositlerin zarinda bulunan
kolesteroliin oksidasyonuna sebep oldugunu goéstermistir. Bununla birlikte, bu
faktorlerin hem viriilent hem de aviriilent suslarda bulunmasi nedeniyle viriilensteki
etkilerinin dereceleri hala belirsizligini korumaktadir (Vanniasinkam 2001,
Phumoonna 2005).

1.6.3. Viriilens ile Tliskili Proteinler (Vap)

R. equi'nin 8 farkli Vap sentezleyen genleri barindiran plazmidleri oldugu
bilinmektedir. Atlardan izole edilen izolatlarin ¢ogunda 80-90 kb viriilens plazmidi
tarafindan VapB hari¢ tiimii kodlanir. VapA, VapC, VapD, VapE, VapF, VapH ve
VapG genleri %60.8 sahip G+C igerigine 27.536 bp'lik bir patojenik adada olup ve
her iki ucunda transpozon bulunmaktadir. Aksine VapB, 79-100 kb'lik baska bir
virilens plazmidi tarafindan kodlanmaktadir (Takai ve ark 2000, Vanniasinkam
2001). Vap genleri, vapA, vapC ve vapD takimi, vapE ve vapF takimi, vapH ve
vapG takimi ayr1 gruplarda yer almaktadir (Takai ve ark 2000, Vanniasinkam 2001).
(Sekil 1.3). Amino asit seviyesinde, VapC, D ve E, VapA ve VapB ile %50 benzerlik
gostermektedir (Byrne ve ark 2001). VapA, vapD ve vapG’ nin makrofajlarin
etkinligini artirdigr bildirilmesine ragmen bu plazmidlerin viriilens genlerinin
diizenlenmesinde spesifik fonksiyonlar1 hala tam olarak bilinmemektedir. (Benoit ve
ark 2001, Benoit ve ark 2002, von Bargen ve ark 2019).



ORFl  vapG podG ORF3 VirR ORFS vapH ORF7 ORF8 ORFs 9-11
(ORF4)

.....................................................................................................

vapA ORF13 vapC wvapD ORF16 ORF17 ORFI8 vapE vapF ORFs 21 - 25

Sekil 1.3. R. equi' nin 27.5 kb viriilens plazmidinin patojenite adasmin dogrusal
haritasi. Oklar genlerin transkripsiyonunun konumunu ve yoniinii gostermektedir
(Takai ve ark 2000).

DNA mikroarray c¢aligmasi ile 37°C' den yiiksek sicaklikta ve diisiik demir
iyonu bulunan ortamda Vap genlerini indiikklemektedir. Ancak bu genler diisiik
magnezyum olan ortamda baskilanmakta ve ekspresyonu ise diisiik kalsiyum
oranindan ve diisiik pH' dan etkilenmemektedir (Ren ve Prescott 2003). VapA'nin
189 amino asitten olustugu ve bakteri yiizeyinden de eksprese edilen lipit modifiyeli
protein oldugu bilinmektedir (Vanniasinkam 2001, von Bargen ve ark 2019). Takai
ve arkadaslar1 (1996) VapA ekspresyonu sicakliga ve pH' ya baglidir. VapA bakteri
yiizeyinde bulunmakta 34-41°C’ de eksprese edilmektedir. in vitro ekspresyon i¢in
en uygun kosullar, R. equi i¢in uygun bir konak¢ida bulunan kosullara benzeyen
38°C sicaklik ve pH 6.5'tir. Byrne (1999) tarafindan, in vitro ortamda VapA
ekspresyonunun yliksek diizeyde sentezlenmesinin, 30°C’ de ve et suyu igeren
besiyerine bagli oldugu bildirilmistir. Bu durum bazi1 faktorlerin VapA proteininin

sentezlenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Takai ve ark (1991), R. equi ile taylarda 10 yildan fazla siiren deneysel

enfeksiyon sonuglarina gore sadece 85- 90 kb’ ik viriilens plazmidi tarafindan
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eksprese edilen 15- 17 kDa agirliginda olan VapA protein bulunan suslarin viriilent
oldugu gozlemlemistir. VapA’ nin makrofajlara karsi direng gelistirmesi ile bakteri
hayatta kalip ¢ogalarak, farelerde ve taylarda hastalik olusturmaktadir (Hondalus ve
Mosser 1994, Gigueére ve ark 1999, Byrne ve ark 2001, Vanniasinkam 2001, von
Bargen ve ark 2019).

Klinik olarak hasta taylardan elde edilen izolatlarda VapA bulunmakta ve
izolatlarin tanimlanmasinda epidemiyolojik belirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Bununla birlikte, bu protein ayni1 zamanda AIDS ile iligkili insanlardan elde edilen
izolatlardan da eksprese edilmektedir (Nicholson ve Prescott 1997, Vanniasinkam
2001).

VapA, yiiksek oranda immunojenik bir proteindir ve dogal olarak R. equi ile
enfekte taylardan izole edilen suglarda bulunmaktadir ( Giguére ve ark 2011, Giles ve
ark 2014). Domuzlardan izole edilen diger R. equi susu, 20 kDa’lik bir antijen olan
VapB’yi eksprese eder ve bu sus farelerde diisiik viriilense sahiptir. Bununla birlikte,
bugiine kadar hem VapA hem de VapB proteinlerini ayni anda sentezleyen R. equi

izolat1 izole edilememistir (Vanniasinkam 2001).
1.7. Patogenez

R. equi fakiiltatif hiicre i¢i bakteri olmasi nedeniyle enfekte olmus
hayvanlarin ve insanlarin alveolar makrofajlarinda bulunmaktadir ve yasamu tehdit
edici pyograniilomatoz pndmoniye neden olmaktadir (Sekil 1.4). Ayrica taylarda tiim
i¢ organlarda ve eklemlerde piyojenik enfeksiyonlara yol acarak diyareye ve sancili
Olime neden olabilmektedir. Hastaliktan Olen taylarda sancili mezenteriyal lenf
diigiimlerinde biiylime ve bagirsaklarinda anormal goriintii gézlenmektedir. (Prescott
1987, Giguere ve ark 2011). Son yillarda enfeksiyonun patogenezisinin
anlasilmasinda onemli ilerleme kaydedilmistir. Enfeksiyonun ¢esitli yonleri hem in
vitro hem de in vivo olarak incelenmistir. R. equi'nin konak¢1 hiicreye yapismast;
hem in vitro olarak makrofajlar iginde hem de in vivo olarak farelerde bakteri
tiremesinin kinetigi ve koruyucu bagisiklik i¢in gerekli olan spesifik konak tepkisi
aragtirtlmaktadir. Bununla birlikte, patogenezinin anlasilmasindaki en biiyiik
gelisme, varligi atlarda viriilensle yiiksek oranda iliskili olan biiyiik bir plazmidin
kesfi olmustur (Hondalus 1997, Giguére ve ark 2011).
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Sekil 1.4. R. equi’ nin neden oldugu pyograniillamatéz pnomonili tay
akcigeri

Alt1 ayliktan daha kiiciik olan taylar, bakteri ile karsilasmasi durumunda
enfeksiyonun gelismesine karsi oldukga hassastir (Phumoonna 2005, Giguére ve ark
2011). Yetiskin atlarda nadir goriilen R. equi hastaligi 6zellikle immun sistemi
baskilanmis hayvanlarda veya sistemik hastalifi olanlarda meydana gelmektedir
(Giguere ve ark 2011,Vazquez-Boland ve ark 2013). R. equi pnonomoni vakalarinin
coguna, genellikle yaz aylarinda, tayin hastaliga duyarliliginin yiiksek oldugu ve
bakteri c¢ogalmasi i¢in c¢evresel kosullarin optimal oldugu durumlarda
rastlanmaktadir. R. equi toprakta normal kosullarda bulunmakta ve tozun solunmasi
hem hayvanlar hem de insanlar i¢in birincil temas yolu olmaktadir (Weinstock ve ark
2002, Yamshchikov ve ark 2010).

R. equi enfeksiyonu, baslangigta semptom  gostermeyen ileri
bronkopndomoniye ve akcigerde biiylik ¢oklu apselerin gelismesine yol acabilir.
Bakterilerin aerosol ve intrabronsiyal inokulasyonu ile yapilan deneysel enfeksiyon,
akciger lezyonlarinin ilk asamalarinda az miktarda nétrofile sahip ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicrelerden olusan alveol bosluklarinda ve ¢ok miktarda makrofajlardan olusan
hiicresel inflitrasyon ile karakterizedir. (Vazquez-Boland ve ark 2013). Morfolojik
olarak saglam bakteriler, makrofajlar ve dev hiicrelerde yaygin olarak bulunmasina
ragmen bakteriler alveol, brons, bronsiyal epitel hiicrelerinde bulunmamaktadir
(Johnson ve ark 1983, Weinstock 2002, Yamshchikov ve ark 2010). Hastaligin daha

ileri evrelerinde dejenere bakteri bulunan makrofajlarin oldugu akciger parankiminin
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nekrozu ve yikimi ile karakterize edilmektedir. Klinik R. equi pmononisine sahip
taylarin yaklasik olarak yarisinda, klinik olarak ishale neden olan iilseratif kolit veya
mezenterik lenfadenit de gelismektedir (Zink ve ark 1986, Weinstock 2002,
Yamshchikov ve ark 2010). Bagirsak enfeksiyonu nadiren pnomoni olmaksizinn
ortaya ¢cikmaktadir ve genellikle fazla miktarda kontamine balgam yutulmasindan
kaynaklanmaktadir. Hastalik peyer plaklarinda iilser ile tahrip olmus alanlara neden
olmakta ve zamanla tipik olarak mezenterik lenf diigiimleri biiyiimektedir. Deneysel
olarak yapilan intragastrik inokulasyonda taylarin bagirsaklarinda pyograniilomatoz
bagirsak lezyonlari meydana gelmektedir (Johnson ve ark 1983, Vanniasinkam 2001,
Weinstock 2002). Bununla birlikte, 6 aydan kiigiik taylar tarafindan az miktarda bile
R. equi 'min dogal yollarla solunmasi genellikle subklinik kolonizasyona ve
bagirsaklarda enfeksiyona yol agmaktadir (Vanniasinkam 2001, Weinstock 2002,
Phumoonna 2005). R. equi'nin akcigerlerden diger viicut bolgelerine yayilarak septik
artritis, serozitis ve intervertebral apselere neden olmaktadir (Vanniasinkam 2001,
Phumoonna 2005). Nadir olarak R. equi enfeksiyonu ile mevcut bir yaranin
bakteriyel kontaminasyonundan kaynaklanan kutandz iilseratif formu da
bulunmaktadir. Domuzda R. equi kronik servikal lenfadenitise yol acabilmekte ancak
organizma lenf diigtimlerinden ve diger saglikli domuzlarin tonsillerinden siklikla
izole edilmektedir (Vanniasinkam 2001, Weinstock 2002). Sigir, koyun, kegi, geyik,
bufalo, kedi ve kopek gibi diger tiirler de R. equi enfeksiyonu nadir gozlenmesine
ragmen bu tlrlerdeki hastalik genellikle lenf nodullerinde apse veya yara
enfeksiyonu ile seyretmektedir. Diger hayvan tiirlerinde pnomoni nadir
goriilmektedir (Vanniasinkam 2001, Yamshchikov ve ark 2010).

R. equi saglikli insanlar i¢in tam patojen sayilmaz. Fakat AIDS'li bireyler gibi
bagisiklik sistemi zayiflamis insanlarda Glimciil olabilir (Emmons ve ark 1990,
Harvey ve Sunstrum 1990, Mastroianni ve ark 1994, Yamshchikov ve ark 2010 von
Bargen ve ark 2019). Ilk bildirilen insan enfeksiyonu vakasi, kronik hepatit igin
kortikosteroid tedavisi esnasinda R. equi pndmonisinin sekillenmesidir (Golub ve ark
1967). HIV enfeksiyonu vaka sayilari ile R. equi enfeksiyonu vaka artig1 arasinda
korelasyon oldugu bildirilmistir (Emmons ve ark 1990, Harvey ve Sunstrum 1990).
Nadiren belirgin immunolojik anormalligi olmayan kisilerde lokalize R. equi
enfeksiyonu meydana gelmektedir (Ebersole ve Paturzo 1988, Hillman ve ark 1989,

Castor ve ark 1990, Yamshchikov ve ark 2010). Taylarda oldugu gibi insanlarda da
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pnoémoni, R. equi'nin en baskin klinik semptomudur (Harvey ve Sunstrum 1990) ve
histopatolojik bulgular hayvanlarda ve insanlarda benzerdir (McNeil ve Brown 1994,
(Drancourt ve ark 1992, Yamshchikov ve ark 2010). Insanlarin, R.equi ile nasil
karsilastiklar1 ~ bilinemediginden  bulasma  kaynagi da  ¢ogu  zaman
belirlenememektedir (Drancourt ve ark 1992, Yamshchikov ve ark 2010). Fakat R.
equi toprakta yaygmn bulundugu i¢in insan kaynakli hastaliklarin ¢ogunda gevre
kontaminasyonunun o6nemli olabilecegi diistiniilmektedir (Yamshchikov ve ark
2010).

R. equi enfeksiyonu tipik pulmoner lezyon, yogun nétrofil infiltrasyonun
sonucunda meydana gelen apse ve pyograniilomatoz bronkopnomoni ile
karakterizedir. Bununla birlikte, yetiskin at polimorfoniikleer l6kositlerinin in vitro
ortamda viriilent R. equi'yi etkili sekilde fagosite ettigi ve 6ldirdiigi bildirilmistir
(Yager ve ark 1986, Martens ve ark 1987, Weinstock ve ark 2002, Yamshchikov ve
ark 2010). Aym sekilde, geng taylarin nétrofilleri in vitro ortamda bakteriyi yok
etmekteye calismaktadir (Hietala ve Ardans 1987, Yager ve ark 1987, Martens ve ark
1988, Yamshchikov ve ark 2010).

R. equi makrofajlar1 enfekte eder ve ¢ok c¢ekirdekli dev hiicre yapist ile
pyograniilom olusumuna neden olmaktadir (Johnson ve ark 1983). R. equi' nin in
vitro ortamda makrofajlara optimum yapigmasi i¢in konak¢r komplemani ve esas
olarak makrofaj kompleman reseptériic CD3 (CDIllb, CDI18) ligasyonu yoluyla
gerceklestigi gosterilmistir (Hondalus ve ark 1993, Weinstock ve ark 2002). R.
equi'nin  makrofajlara direnmek igin kullandigi mekanizmalar tam olarak
¢ozillememesine ragmen Zink ve ark (1985), taylarin alveolar makrofajlarini
kullanarak in vitro enfektivite calismalar1 gergeklestirmis ve enfeksiyondan 4 saat
sonra bile etkenin yagayabildigini bildirmistir. Kesin olarak viriilent R. equi
izolatlarinin makrofajlarda in vitro olarak ¢ogalabildigi gosterilmistir (Hondalus ve
Mosser 1994). Brumbaugh ve ark (1990) hiicre i¢i canli kalabilme yetenegi ile
fagozom-lizozom filizyonu olusmasi arasinda korelasyon oldugunu gostermistir.
Enfeksiyondan sonra c¢esitli zamanlarda elektron mikroskobu ile degerlendirme
yapilarak morfolojik olarak bozulmamis bakteriler ortaya konulmus, bunlarin
fagozomlarin igerisinde ¢ogaldigi belirlenmistir. R. equi’ nin, hiicre i¢i organizmalar,

Mycobacterium tiirleri, Nocardia asteroides ve Legionella pneumophila’ ya benzer
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sekilde fagozomun olgunlagma siirecini etkileyebilecegi diigtiniilmiistiir (Armstrong
ve Hart 1971, Davis-Scibienski ve Beaman 1980, Horwitz ve Silverstein 1983,
Clemens ve Horwitz 1995). Hem atlardan hem de farelerden elde edilen

makrofajlarda bakteriyel lireme gézlenmistir.

Birka¢ saatlik bir baslangi¢ fazi gecikme evresinin ardindan, R. equi' nin
hiicre i¢i iki katina ¢ikma siiresi yaklasik 6-8 saat olarak belirlenmis ve ¢ogalmanin
fagolizozomlar igerisinde smirli oldugu ortaya ¢ikmustir. Hiicre i¢inde ¢ogalan, R.
equi'nin viriilent suslarinin aksine, aviriilent suslarin in vitro ortamda makrofajlarda

cogaltilamadig bildirilmistir (Hondalus ve Mosser 1994, Vanniasinkam 2001).

Nordmann ve ark (1993) R. equi ile enfekte farelere anti-y-IFN veya anti-
TNF-cr antikorlar1 ile muamele edildiginde bakteri miktar1 6nemli Olgiide
azaltilmistir. Bu iki sitokinin sagladig1 koruma, makrofajlar aktive etme ve fagositin
mikrobiyal fonksiyonlarini arttirma kapasitelerinden kaynaklanmaktadir (Nathan ve
ark 1983, Feinman ve ark 1987, Phumoonna 2005, Phumoonna ve ark 2006).

Degisen dozlarda R. equi ile intrabronsiyal inokulasyon sonrasi
immunokompetan farelerin pulmoner tepkisini incelenmistir. Baslangigta bakteriyel
klirensin (birim zamanda temizlenme) ve lezyon gelisiminin doza bagli oldugunu
gozlemlemislerdir. Yiiksek dozlarda bakteri verilmesi daha yavas pulmoner klirens
ve daha kapsamli bronkopnémoni ile sonug¢lanmigtir. Enfeksiyonun ilk 24 saati
boyunca noétrofilik yanit baskinken 48 ila 72 saat sonra mononiikleer hiicrelerin
infiltrasyonu rol oynamaktadir. Enflamatuar yanitin 4. giinde gelismesi ile yaygin
akciger pnomonisi sekillenmis ve alveoler makrofajlarda hiicre igi bakteriler

go6zlendigi bildirilmistir (Hondalus 1997, Vanniasinkam 2001).
1.8.Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi
1.8.1.CAMP Benzeri Reaksiyon

CAMP testi ilk olarak 1944 yilinda Christie, Atkins ve Munch-Petersen
tarafindan tamimlanmistir. Staphylococcus aureus (S. aureus) suslarinin ¢ogu
tarafindan tiretilen f-hemolizin enziminin hemolitik aktivitesi, hemolitik olmayan B
grubu streptokoklar tarafindan {iretilen hiicre dis1 protein olan sitolizin ile

artmaktadir. Beta hemolizinin bu faktorle etkilesimi kanli agarda kolayca gozlenen
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“sinerjik hemoliz” e neden olmakta ve susun identifikasyonu yapilmaktadir (Arda ve
ark 1992). Benzer sekilde S. aureus, C. pseudotuberculosis ve R. equi ile sinerjistik
hemolitik reaksiyon (CAMP testi) bulunmaktadir (Fernandez-Garayzabal ve ark
1996, Vanniasinkam 2001) (Sekil 1.5.)

Sekil 1.5. R. equi 'nin izolatinin S.aureus ile CAMP testi

1.9. Korunma ve Kontrol

R. equi hastaliginin erken tanisi ile kayip azaltilmakta ve viriilent izolatlarin
yayllmasinin Onlenmesi ile enfekte atlarda tedavi maliyeti disiirilmektedir.
Enfeksiyonun  kontrol edilebilmesi i¢in taylarin  bulundugu tavlalarin
dezenfeksiyonuna Onem verilmesi ve biyogiivenlik Onlemlerin  alinmasi
gerekmektedir. Endemik olarak goriildiigii bolgedeki ciftlikte bulunan taylarin erken
tan1 ile haftada iki kez yapilan klinik muayeneleri sonucunda mortalite
onlenebilmektedir (Prescott ve Hoffman 1993, Giguére ve ark 2011). Bu uygulama
cogu ciftlik i¢in pahali olup pratik degildir. Taylarda, antibiyotik tedavisi tutarsizlik
gostermekle beraber maliyetlidir. En etkili antibiyotikler makrolid ve rifamisin
olmakla beraber direncin onemli oranda arttig1 bildirilmektedir. Etkenin hiicre igi
olmasindan dolay1 antibiyotik tedavisi de miimkiin goriilmemektedir. Taymn

6lmesinin engellenmesine ragmen akcigerlerde olusan deformasyondan dolay1 kosu

16



performansi diigmektedir (Takai ve ark 1997, Giguére ve ark 2010, Burton ve ark
2013). Bu nedenle R. equi enfeksiyonundan korunmada asilama, en etkili ve
ekonomik yaklagimdir. R. equi'nin fakiiltatif hiicre i¢i yapisi nedeniyle bakteriye
karst tam koruma mekanizmalar1 belirsizligini korumaktadir. Ayrica taylarin
yasaminin ilk gilinlerinde veya haftalarinda bagisiklik sistemlerinin tam olarak
gelismemesinden dolayr dogumdan sonra korunma 6n plana ¢ikmaktadir. (Giguere
ve ark 2011). Bu sebeple gebe kisraklarin asilanmasi ve yavrularin kolostrum yoluyla
maternal antikorlari almasi en etkili korunma yontemlerinden birisidir. R. equi‘ye
kars1 korumada humoral ve hiicresel bagisikligin 6nemi ile ilgili gesitli caligmalar
bulunmaktadir (Hietala ve Ardans 1987, Hines ve ark 1997, Hines ve ark 2001,
Patton ve ark 2004, Giguére ve ark 2011).

1.9.1.Pasif Immunizasyon Yoluyla Korunma

Taylarda pasif immunizasyon amaciyla kolostrumun alinmasiyla ile ilgili
yapilan in vitro c¢alismalarda, R. equi’e karsi gelisen antikorlarin, alveolar
makrofajlar tarafindan etkenin 6ldiiriilmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Hietala
ve Ardans 1987, Giguére ve ark 2011, Giles ve ark 2014). Bu islem bakterilerin yok
edilmesinde olduk¢a onemlidir ve taylarda R. equi hastaliginin 6nlenmesinde veya

kontroliinde biiyiik 6nem tasimaktadir.

Yetersiz kolostrum alimi ve kolostral IgG'nin emiliminin diisiik oldugu
yenidogan yavrularda, R. equi hastaligi dahil olmak fiizere bir¢ok enfeksiyoz
hastaliga kars1 bu taylarin duyarli olma riskinin daha yiiksek olduguna dair
caligmalar bulunmaktadir (Raidal 1996, Giguére ve ark 2011, Giles ve ark 2014).
Martens ve ark (1991), R. equi (7 x 10° cfu) ile asilanmis gebe kisraklardan almmus
kolostrum ve asilanmamis kisrak kontrol grubundan alinan kolostrumdan olusan
denemelerde asilanmis kisraklarin asilanmamaisg kisraklardan daha yiiksek seviyede R.

equi antikorunu taylarina transfer ettigini gostermistir.

Hiperimmun plazmada bulunan opsonize R. equi antikorlarinin geng taylarda
hastalik gelisimine karsi koruma saglayabilecegi bildirilmistir (Martens ve ark 1989,
Madigan ve ark 1991). Endemik cgiftliklerde immunize edilmis annelerden elde
edilen hiperimmun (HI) plazmanin 2-3 haftalik taylara intravendz yolla verilmesinin

R. equi pnomonisine karsi koruyucu oldugu gosterilmistir (Madigan ve ark 1991,
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Higuchi ve ark 1999). Asilanmis annelerden elde edilen HI plazma ile hastaligin ve
oliimiin etkili sekilde azaltildig1 ve enfeksiyonun endemik bulundugu ciftliklerde HI
plazmanin kullanimi dnerilmektedir (Hurley ve Begg 1995). Plazma alan taylarda R.
equi hastaligi insidans1 %6.3 (1/16) iken kontrol taylarinda insidansin %26.3 (5/19)
oldugu bildirilmistir (Higuchi ve ark 1999). Taylarda R. equi’nin deneysel
enfeksiyonu ile ilgili yapilan calismada, saflagtirllmis anti-VapA ve anti-VapC
antikorlariin enfeksiyondan korunmada etkili ve koruma derecesinin ise HI plazma
ile elde edilene benzer oldugu gosterilmistir (Hooper-McGrevy ve ark 2001). Erganis
ve ark (2014) IMS 3012 ile adjuvantlanmig inaktif bakteri ve VapA ile gebe
kisraklarin  immunizasyonu sonrasinda HI plazmalarin deneysel enfeksiyon
olusturulan taylara uygulanmasi ile taylarin R. equi tehdidine karsi etkili sekilde
korudugunu belirtmislerdir. Pnémoninin klinik bulgular1 ve BAL 6rneklerinden R.
equi'nin geri izolasyon orani azaltilmistir. R. equi enfeksiyonuna bagli mortalite orani
kontrollere kiyasla % 50'den az ve organ ve dokularda olusan lezyon 3.54 kat daha

az olarak belirlenmistir.

Clinica Equina (Buenos Aires, Arjantin) tarafindan tiretilen ticari Rhodovac=
Bacterin asis1, R.equi, VapA, equi faktorleri ve ekzoenzimleri igermektedir (Becu ve
ark 1997). Bu as1 ile asilanmis yetiskin atlarin HI serumlarinin geng taylarin R. equi
pnomonisinden korunmada katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir (Fontanals ve
ark 1997). Rhodovac asisi ile ilgili yapilan saha denemelerinde asi deri alt1 yolla
gebe kisraklara uygulanarak asilanmis annelerin taylarinda mortalitenin ortalama %

3" ten % 1,2' ve diistiigii bildirilmistir (Becu ve ark 1997).

Hooper-McGrevy ve ark (2001), asilanmis kisraklardan dogan taylara R. equi
HI ile pasif transferine ragmen bu taylarin R. equi enfeksiyonundan korunmadigini
bildirmistir. Yapilan bagka ¢alismalar ile de HI plazmanin R. equi'nin neden oldugu
pnémoniyi dnleme konusundaki basarisizligi da bildirilmistir (Hurley ve Begg 1995,
Giguere ve ark 2002). Hurley ve Begg (1995) tarafindan, dogumdan sonra 48 saat
icinde taylara HI plazma uygulamasimin R. equi enfeksiyonunda pnémoni gelisimini
onemli Ol¢lide engellemedigi veya hastaligin siddetini onemli Olclide azaltmadig
bildirilmistir. Bu bulgular diger arastirmacilar tarafindan elde edilen bulgularla
celismektedir (Madigan ve ark 1991). R. equi’den korunma igin gerekli olabilecek

plazma bilesenlerinin, bilesen igeriginde Vap A bulunmasi veya miktarinin
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muhtemel farklilik sebebi olabilecegi diisiiniilmiistiir. ilaveten HI plazmasinin
etkinliginin dozaj, uygulama zamanina bagli olmasi, tayin immun sistem durumu,
yonetim kosullar1 ve ortamdaki viriilent bakterinin sayisi gibi mekanizmalarin
goreceli olmasindan dolay1 Onleyici program uygulamaya baslamadan 6nce tiim

faktorlerin tanimlanmasi gerektigi 6nerilmektedir (Dawson ve ark 2010).
1.9.2. Aktif immunizasyon Yoluyla Korunma

Bulasici hastaliklarin birgogu asilama ile kontrol altina alinmaktadir, ancak
simdiye kadar taylarda R. equi enfeksiyonunun kontrolii i¢in gelistirilen istenen
diizeyde etkili as1 mevcut degildir. Enfeksiyona karsi gelisen bagisiklikta,
organizmanin hiicre i¢i patojen olmasi nedeniyle, Thl bagisikligi, Th2 tipi
bagisikliktan daha etkili olup 6nlenmesinde ise HI plazmanin intravendz uygulamasi
yerine kisraklarin ve taylarin aktif immunizasyonu ile kontrol edilmesi gerektigi
distiniilmektedir (Liu ve ark 2009, Giguére ve ark 2011) (Sekil 1.6). Neonatal
donemde memelilerin ¢cogu immunolojik olarak olgun degildir ve yetiskin hayvanlara
kiyasla immunolojik y6nden eksiklikleri bulunmaktadir (Patton ve ark 2005).
Taylarda da neonatal donemde yetiskin atlara kiyasla antijen sunan hiicrenin
fonksiyon yetersizligi ve tip 1 immun yanitin olusamamasi immun yanit1 etkilemekte
ve bu durum R.equi’ye kars1 duyarliligi artirmaktadir (Levy 2005, Liu ve ark 2009).
Neonatal donemde immunolojik bellek olmamasi da taylart rhodococcus
pnomonisine duyarli kilar. R. equi’ ye spesifik sitotoksik lenfositler 3 haftalik- 6
haftalik taylarda kisitli aktivite gostermesine ragmen 8 haftalik taylarda artmaktadir.

(Giguere ve ark 2011).
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Sekil 1.6. Taylarda rhodococcal pndmoninin dnlenmesi icin etkili bir aginin
Tip 1 yaniti saglamasi gerekmektedir. CD4 + (yardimci) ve CD8 +
(sitotoksik) T hiicreleri R.equi’ ye karsi savunmada rol alan temel
lenfositlerdir. 1L-2 sitokini Th2, IL-4 Th1 lenfositini indiiklemektedir. Tip 1
yanit; Thl lenfositler ile makrofajlarin aktivasyonu ve antijene 0zgii
sitotoksik T lenfositler ile R. equi ile enfekte olmus hiicreleri 6ldiirmesini ve
koruyucu bagisiklik olusmasini saglamaktadir. Aksine, Th2 yaniti humoral
immun yanit olusmasina ragmen taylarda potansiyel olarak yasami tehdit

edici pulmoner lezyonlar gelisebilmektedir (Giguére ve ark 2011).
VapA'nin, taylarda R. equi enfeksiyonlarina karst koruyucu bagigiklikta rol
oynayan Onemli bir antijen olabilecegine dair birgok kanit bulunmaktadir (Fernandez
ve ark 1997, Prescott ve ark 1997). Farclerde elde edilen verilere gére, VapA ile
zenginlestirilmis antijenlerin enfeksiyonun deneysel olusturulan peritonal formunda
koruyucu bir hiicresel bagisiklik olusumunu destekledigi kanitlanmistir (Prescott ve
ark 1997). Farelerde yapilan ¢alismada; bakterin, VapA, IMS adjuvanti ile formiile
edilen asinin sadece bakterin ve IMS adjuvanti bulunan as1 ile agilanmis farelere gore
antikor titrelerinin daha erken yiikselmeye basladigini bildirmislerdir (Erganis ve ark
2015). Gebe kisraklarin Triton X-100 ile zenginlestirilmis VapA antijeni ile
immunize edilmesiyle taylara gore daha yiiksek seviyede IgG transfer edildigi
gozlenmistir (Cauchard ve ark 2004). Kohler ve ark (2003) R. equi antijenleri ve R.

equi kiiltiir siipernatanti kullanarak denemeler gerceklestirilmistir ve bu proteinlerin

yetiskin atlarda Th1 cevabini 6nemli dlgilide arttirdig1 gosterilmistir.

Genel olarak hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara karsi DNA asilarinin
koruyucu bir Thl cevabim etkili sekilde uyardigi gosterilmistir (Klinman ve ark
1996, Wang ve ark 1998). Bu nedenle bazi arastirmacilar R. equi' ye karst DNA
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asilarinin gelistirilmesine odaklanmistir. R. equi VapA' ya dayanan DNA asilar ile
asilanan BALB/c fare serumlarinda antikor seviyesinin yiiksek oldugu bildirmistir.
Yetiskin atlarda VapA-DNA asilamasinin immun yanit olusturdugunu fakat geng
taylarda VapA' ya spesifik antikorlar olusmadig1 gosterilmistir (Vanniasinkam ve ark
2005).

1.10. Rekombinant Asilar

Antijen olarak kullanilan proteinlerin zahmetli, az miktarlarda ve maliyeti
artiran geleneksel saflastirma islemleri kullanilarak hazirlanmaktadir. Rekombinant
DNA teknolojisi ile invitro olarak elde edilmesi zor, saflastirilamayan, istenilen
miktarda proteinler icin pratik bir yontem olarak asi gelisimini biiyiik olgiide

kolaylastirmistir.

Hedeflenen antijeni kodlayan gen bir vektor tizerinde klonlanarak E. coli gibi
bir bakteri veya maya konakgiya aktarilir. Rekombinant mikroorganizmalar,
laboratuvarda yiiksek hacimlerde iretilir ve istenen proteinin ekspresyonu, IPTG
ilavesi gibi farkli teknikler kullanilarak indiiklenir. ilgili protein, rekombinant
organizmanin diger proteinlerinden kolayca izole edilebilir. Bununla birlikte
konake¢inin stabilitesini ve korumasini azaltabilen veya kaybedebilen proteinin ii¢
boyutlu yapisini degistirebilir. Patojen mikroorganizmalarin yaptigi gibi genis bir
yamti aktive etmezler. Istenilen spesifik immunodominant antijenlere karsi immun

cevabi hedeflemektedir (Mak ve Saunders 2005).
1.10.1. rVapA ile Tlgili Yapilan As1 Calismalari

pVR1055'e vektoriine klonlanan VapA geni ile (pVR1055vapA) COS-7
kompetan hiicrelerine aktarimi yapilarak yetiskin midillileri 14 giin arayla 2 kez
kombine intradermal ve intrabrongiyal yolla asilamiglar ve pVR1055vapA ile
agilanan atlarin agilanmayan kontrol grubuna gére bronkoalveolar lavaj 6rneklerine
yapilan ELISA testinde antikor titrelerinde anlamli artislar oldugu belirtilmistir
(Lopez ve ark 2003, Giles ve ark 2014).

Giles ve ark (2016) R. equi VapA genini HAdVS5 vektore (Clontech, USA)
aktararak eksprese edilen rekombinant proteini asi antijeni olarak kullanmustir.

Fareler HAdV-vapA ile 0. ve 12. giinlerde asilanarak 28. giinde canli viriilent R.equi
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ile ¢eling yapildi. Asilanan farelerde giiclii IgG ve Thl yanit1 olustugu ve farelerin

akcigerlerinde bakteriyel temizlenmenin hizli oldugu goézlenmistir.

R. equi VapA genini Lactococcus lactis (LL-VapA) kompetan bakterisine
aktarilmistir. rvapA sentezleyen bu kompetan bakterinin antijen olarak kullanarak
hazirlanan as1 ile intragastrik ve intranazal yolla immunize edilen farelerin BAL
numunelerinde daha yiiksek antikor titresi tespit edildigini, intranazal uygulamanin

daha yiiksek immun yanit1 olusturdugu bildirilmistir (Cauchard ve ark 2011).
1.11. Klonlama Amaciyla Kulanilan Vektor Sistemi

Vektor sistemleri, proteinlerin saflagtirmalarini  saglamak, rekombinant
proteinlerin eksprese edilmesini kolaylastirmak ve ¢ozlinlir protein miktarini
artirmak i¢in kullanilmaktadir (Singh ve ark 2012). Rekombinant protein sentezinde
E. coli, hem arastirma hem de ticari amagli olarak en yaygin kullanilan kompetan
hiicrelerden biridir. E. coli kullanimimin birgok avantaji bulunmasina ragmen bu
bakterinin kullanimi1 sonrasinda fazla miktarda rekombinant proteinin ¢oziilebilir
olmamasi en biyik problemdir. Coziilebilir protein sentezini artirmak ve
¢coziinemeyen protein olusumunu engellemek amaciyla sentetik uyaranlar, 1s1, ve
promotor giicii uygun diizeyde olmas1 gerekmektedir. Inkliizyon form ve hiicresel
toksisite bulunmasinin, ¢oziilebilir rekombinant protein sentezini ve proteinin
slipernanantta bulunma miktarini diisiirdiigii bildirilmistir (Becker ve ark 1996, Singh
ve ark 2012).

1.11.1. Champion™ pET SUMO Protein Expression Vektor

Champion ™ pET SUMO Ekspresyon Sistemi rekombinant proteinlerin
E.coli'de klonlanmasi ve yiiksek seviyede ¢oziiniir protein ekpresyonu igin tasarlanan
bir vektor sistemidir. Small Ubiquitin-like modifier (SUMO) vektor sistemi ile daha
yiikksek ekspresyon ve daha yiiksek ¢Oziiniirliikte protein miktarini sagladigi
bildirilmektedir. Hiicresel proteinlerin ubiquitin benzeri modifiye SUMO tarafindan
kovalent modifikasyonu, niikleer tasinma, sinyal iletimi ve proteinlerin
stabilizasyonu gibi c¢esitli hiicresel islemleri diizenlemektedir. Hiicresel proteinlere
kovalent olarak eklendikten sonra SUMO protein; DNA etkilesimlerini, hedef
proteinin lokalizasyonunu ve stabilitesini diizenlemektedir. SUMO, goriiniir bir

molekiiler agirliga sahip ve 11 kDa'dir. Hedeflenen proteinlerle birlesen SUMO,
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ekspresyonu ve proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olarak c¢oziiniirligii
arttirmaktadir (Hanington ve ark 2006). Ubikuitinin de proteinlerin verim ve
¢ozunirliklerini arttirdign bilinmektedir (Li ve Hochstrasser 2000) (Sekil 1.5).
Ubiquitin ve ubiquitin benzeri proteinlerin bu etkisi, c¢ekirdek yapisinin ig
hidrofobikligi ve proteinler iizerinde deterjan benzeri bir etki uygulayan dis
hidrofilikligi ile agiklanmaktadir (Butt ve ark 1989, Becker ve ark 1996, Jentsch ve
Pyrowolakis 2000, Li ve Hochstrasser 2000, Singh ve ark 2012).islevsel ve yapisal
caligmalar icin membran proteinlerinin sentezlenmesi ve saflagtirilmasi igin
kosullarin optimize edilmesi zahmetli ve zaman alic1 bir islemdir. Bu vektor sistemi
daha kisa zamanda verimli bir ekspresyon ve saflagtirma islemi saglamaktadir (Singh

ve ark 2012) (Sekil 1.7).

Ifi’.;f;;. 1O RBS |ATG | Gxtis |SUMO m]
I

~

Champion™ |
PET SUMO

5.6 kb
% &
pBReﬂ‘q' 4

Sekil 1.7. pET SUMO vektor sisteminin yapisal 6zellikleri

1.12. rVapA Protein Uretimi icin Farkh Besiyeri Formiilasyonlarinin Etkileri

E. coli kompetan hiicre olarak kullanimda giivenli bir mikroorganizma olarak
smiflandirilir ve protein iriinleri liretmek i¢in ekonomik olarak uygun bir arag
oldugunu kanitlamistir. Bununla birlikte, tiim proteinler E. coli' de maksimum
seviyelerde eksprese edilebilmesi igin kosullarin optimizasyonu gerekmektedir
(Broedel ve ark 2001). Rekombinant proteinlerin iiretimini optimize etmenin amaci,
birim zamanda birim hacim basina en yiiksek miktarda fonksiyonel {iiriin elde
etmektir. E. coli' de bir rekombinant proteinin hiicre i¢i birikim seviyesi, hiicre
yogunluguna ve proteinin spesifik aktivitesine baglidir. Bir rekombinant proteinin
liretimini optimize etmek i¢in kiiltiir ortam1 se¢imi ve zamanlama kontrolii oldukca

onemlidir (Kleman ve Strohl 1994, Lee 1996). Buna ragmen, besiyeri formiilasyonun
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rekombinant  proteinlerin  ekspresyonu iizerindeki etkilerine ¢ok Onem
verilmemektedir. Boyle bir iiretimin tim bu avantajlarina ragmen rekombinant
proteinlerin ekspresyonu lizerine besiyeri kompozisyonunun etkileri hakkinda smirl
calisma bulunmakta ve geleneksel olarak Luria- Bertani (LB) buyyon
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda LB ile yiiksek verim alinamadigi
bildirilmektedir (Broedel ve ark 2001). Optimum bir besiyeri formiilasyonu
gelistirmek i¢in kullanilan temel yaklasim ampirik ve deneme yanilma siireclerine

dayanmaktadir.
1.13. Adjuvant Kullanim

Adjuvantlar (Latince'de adjuvare yardimci olmak) 1920'lerin basindan
itibaren asmin etkinligini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Lewis ve Loomis 1924,
Glenny ve ark 1926, Erganis ve Istanbulluoglu 1993) Yardimei aktiviteye sahip olan
maddelerin kullanimi1 ve bu konudaki literatlir biiyiikk Ol¢lide genislemis olsa da
mekanizma bigimleri ¢ogunlukla sinirli ve deneysel kalmistir (Cox ve Coulter 1992,
Stewart-Tull 1995). Adjuvantlarin etki mekanizmasi Cizelge 1.1° de gosterilmistir
(Cox ve Coulter 1997)
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Cizelge 1.1. Adjuvantlarin etki mekanizmasi1 (Cox ve Coulter 1997)

Etki Mekanizmasi Adjuvant Tipi Yararlar
Immunmodulasyon Genellikle kiiciik Immun yanitin
molekiiller diizenlenmesi ve Th1
veya Th2 se¢imi
Sunum Genellikle amfipatik Antikor yanitinin
molekiiller (hidrofilik- artirilmasi
hidrofobik 6zellik)
Sitotoksik T Lenfosit Immiinojeni baglayabilen Proteinin sitozolik
Induksiyonu hiicre zarin1 bozabilen islenmesi
partikiiller Kompleks proteinlerin
MHC-1 e dogrudan islenmesi
baglanabilen W/O
emiilsiyonlari
Hedefleme Immunojeni baglayan Adjuvant ve immunojen
partikiillii adjuvantlar olarak etkili kullanim
Makrofajlarda bulunan Hedefe 6zgli immun yanit

lektin reseptorlerini
hedefleyen karbonhidrat
yapili adjuvantlar

Depo etkisi W/O emiilsiyonlari Etkili
Mikropartikullii ve tek doz asilama igin
nanopartikiillii potansiyel aday

Bir hastaligin patogenezi biliniyorsa, asi formiilasyonu i¢in koruyucu bir
bagisiklik tepkisi olusturabilen bir adjuvant secilebilir. Alternatif olarak, eger
patogenez ve immunoloji iyi anlasilmamigsa, bir dizi farkli immun yanit
olusturabilen adjuvantlar calisma icin rasyonel olarak secilebilir. Istenilen farkl
etkileri arttirmak i¢in c¢esitli adjuvantlar karsilastirilarak kullanilabilir (Cox ve
Coulter 1992).

Adjuvantlarin kazanilmig immun yanit1 antijene kargi arttirma ve yonlendirme
konusunda olduk¢a Onemli olmasi nedeniyle uygun adjuvantlarin bulunmasi asi
formiilasyonlar1 i¢in temel 6neme sahiptir, ¢linkii gliclii adjuvant etkisi genellikle
spesifik adjuvant ve antijenin etkilesimlerinden etkilenmektedir ve kullanilan asiya
gore degismektedir. Bu bagisiklik giiclendirici maddelerin dikkate alinmasi elde
edilmis antijenlerden olusan yeni alt {inite asilarinin gelistirilmesinde son yillarda

onem kazanmistir (Pashine ve ark 2005).
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1.13.1. Partikiillii Adjuvantlar

Aliiminyum hidroksit, aliminyum fosfat gibi aliminyum tuzlar1 ¢éziinmeyen,
jel benzeri ¢dzeltilerdir. Immiinojen jele elektrostatik etkilesim ile baglanmaktadir
(Levine ve ark 1955, Cox ve Coulter 1997, Gupta 1998, Coffman ve ark 2010). Insan
ve hayvan asilarinda 1930'dan beri yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiglii Th2
uyarimini saglamakta ve depo etkisi bulunmaktadir. Ayrica giiglii IgE yanit1 siklikla
bildirilmistir (Hamaoka ve ark 1973, Singh ve O'Hagan 1999, Aguilar ve Rodriguez
2007). Altiminyum tuzlar1 ucuz ve formiile edilmesi kolaydir (Bomford 1989, Gupta
1998, Coffman ve ark 2010).

Yagda su emiilsiyonlar1 (W/QO), yag fazinda (tipik olarak mineral yag) yiizey
aktif cismi ile stabilize edilmis mikro su dalgalaridir. Zayif immunomodiilatordiirler,
kisa vadeli depo etkisi vardir, ozellikle hidrofilik immunojenlerde iyi antikor
uyarmak ig¢in nispeten ucuzdurlar. W/O formunda olan %10 mannide monooleate
igeren “’Incomplete Freund’s Adjuvant’” (IFA) ve yine W/O formunda olan, inaktif
BCG bulunan “’Complete Freund’s Adjuvant’ (CFA) olarak iki dnemli adjuvant
bulunmaktadir (Salk ve ark 1951, BD ve Berg 1966, Singh ve O'Hagan 1999,
Coffman ve ark 2010). Freund’s adjuvantlar1 insan ve veteriner asilari i¢in uzun siire
kullanilm1s olmakla birlikte toksik etkileri nedeniyle ticari olarak kullanilmamaktadir

(Ott ve Van Nest 2007, Coffman ve ark 2010).

Su i¢inde yag (O/W) emiilsiyonlar1 bir su fazinda yiizey aktif cisimleri
(6rnegin Tween 80) ile stabilize edilmis yag partikiilleridir. Antijjen sunumunun
onemli oldugu amfipatik molekiiller i¢in uygundurlar (Cox ve Coulter 1997,
Coffman ve ark 2010).

Immiin uyarici kompleksler, ISCOM matriksi, saponinlerin kolesterol ve
fosfolipid ile etkilesiminden kaynaklanan yaklasik 40 nm c¢apinda agik bir kafes
benzeri yapidir. ISCOM'lar, i¢ine protein veya diger immunojenik molekiillerin dahil
edildigi yapilardir. Bunlar veteriner asilari i¢in kullanilmaktadir ve tanimlanmis
saponin fraksiyonlar1 ile birlikte insanlarda cesitli aday asilarda g¢alisiimaktadir.
ISCOM'lar gii¢lii Thl ve Th2 yanitlarin1 hedeflemektedir. Ucuz olmasi, hayvan
calismalarinda giivenli olmasi nedenleriyle kullanilmaktadir. Bununla birlikte,

immunojeni dahil etmek zordur ve ¢ogu durumda etkili olmasi igin ¢Oziiniir
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Immunomodiilatorlere ihtiyag duyarlar (Hunter ve ark 1981, Playfair ve Souza 1986,
Cox ve Coulter 1997, Singh ve O'Hagan 1999, Ott ve Van Nest 2007)

Nano ve mikropartikiiller siyanoakrilatlar ve PLG kopolimerlerinden olusan
bir dizi biyouyumlu polimerin olusturdugu 10-1000 nm (nanopartikiiller) ve 1-100
um (mikropartikiiller) boyutunda kiiciik kat1 halde partikiillerdir. Haftalar aylar siiren
uzun siireli bir depo etkisi bulunmaktadir, tek dozlu ¢oklu salimli agilar i¢in uygun
adjuvantlardir. Immiinmodiilatér adjuvantlarin partikiillere katilmas1 etkinliklerini
arttirir. Hazirhk ve iiretim asamalar1 diger adjuvantlara kiyasla nispeten zordur
(Kreuter 1988, Eldridge ve ark 1991, Cox ve Coulter 1997, Ott ve Van Nest 2007,
Dawson ve ark 2010, Zhao ve ark 2014).

1.13.2. Partikiilli Olmayan Adjuvantlar

Tek basina tam bir adjuvant etkisi gosteremese dahi partikiillii bir adjuvant ile
birlikte uygulandiginda etkisini artirmaktadir. Muramil dipeptid Mycobacterium’ dan
ekstrakte edilen lipofilik derivatlari Thl yanitin1 indiiklerken, hidrofilik derivatlar
Th2 yanitin1 indiiklemeye yardimci olmaktadir. Saponin giiglii Thl ve TH2 yanitin
indiiklenmesini desteklemekte ve veteriner asilarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Lipid A insan asilarinda yaygin kulanilan Thl yaniti1 gliclendiren yag asitidir. Bunlar
diger adjuvanlar ile kombine kullanilmalar1 durumunda asinin etkinligini artirmaya

yardime1 olmaktadr (Cox ve Coulter 1997, Dawson ve ark 2010, Zhao ve ark 2014).
1.13.3.Vap Proteinleri ile Inmunizasyonda Kullamlan Adjuvantlar

Farelerde yapilan Vap proteinleri ile adjuvant olarak aliiminyum hidroksitin
kullaniminda Th2 yanitinin yiikseldigi fakat bakteriyel temizlenmenin olmadig

bildirilmistir (Prescott ve ark 1997)

Atlarda yag bazli adjuvantlarin su bazli adjuvantlara kiyasla daha fazla
inflamasyona neden oldugu bildirilmektedir (Lunn ve Townsend 2000). Su bazl
nanoparcacik iceren IMS 3012 adjuvantinin yangi olusturmadig1 ve antikor cevabini
tetikledigi gozlenmistir (Cauchard ve ark 2004). Cauchard ve ark (2004) su bazli bir
nanopartikiil adjuvantt IMS 3012 ile birlikte VapA proteininin gebe kisraklara
verilmesi sonucunda, sadece inaktif tiim hiicre R. equi ve sadece VapA antijeni ile

astlanmus iki farkli kontrol grubunda bulunan atlara kiyasla daha yiiksek serum IgG
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sagladigr bunun da taylara aktarildigi bildirilmistir. IMS 3012 ile VapA asilanan
kisraklarin 32 tayinda higbir vaka gozlenmemigken, diger kisraklarin 15 tayimnin

4'linde R. equi pnomonisi gelismistir.

Cauchard ve ark (2014), IMS 3012 ve PetGel A adjuvantlarini kullanarak
atlarda yaptiklar1 agilamalarda her iki adjuvantinda R. equi antijenine kars1 bagisiklik
amaciyla olusan immun yanit1 giiclendirdigini fakat polimerik adjuvant PetGel A'nin,
nanopartikiiler adjuvant IMS 3012'den daha iyi bir immun gii¢lendirme kapasitesine
sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun etkili bir adjuvantin as1
formiilasyonunda az miktarda kullanilmasinin, daha az doku reaksiyonuna neden

olacag bildirilmistir.

Erganis ve ark (2017) R. equi (K2002 susu) kullanilarak Montanide IMS
3012 (IMS) ve Montanide Pet Gel A (PGA) adjuvantlari ile (bakteri + VapA + IMS
ve bakteri VapA + PGA) iki inaktif aday as1 hazirlanmistir. Gebe kisraklar 8., 9. ve
10. aylarda, asilanarak, PGA adjuvanti ile hazirlanan R.equi asisinin antikor

cevabinin IMS ile hazirlanan agidan daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Su bazli adjuvantlar arasinda gozlenen etkinlik farklari, biiytikliiklerine ve
kimyasal yapilarina bagl olarak degisen etki mekanizmalarina baglanabilir (Aguilar
ve Rodriguez 2007). PetGel A hem depo etkisi hem de dogal bagisikligin direkt
aktivasyonunu indiikleyebilir. Depo adjuvantlarin etki mekanizmasi antijenlere yavas
salinim saglama ve antijen sunan hiicrenin aktivasyonunu arttirma egilimine dayanir.
IMS 3012 adjuvantinin etki mekanizmasi, enjeksiyon bolgesindeki depo etkisiyle
degil antijen sunan hiicrelerle dogrudan etkilesimine baglidir ve immunstimiilator
olmasi nedeniyle hiicresel immunite amaciyla gelistirilen bir adjuvanttir (Waghmare

ve ark 2009).

Bu ¢aligmada i) kullanilan pET SUMO vektor sistemi ile rVapA proteininin
saflasgtirilmasi, ¢Oziinlirliigliniin arttirilmasi, fazla miktarda eksprese edilmesinin
saglanmasi; i) Tryptone- Yeast (TY), LB, Terrific Broth (TB), 2Yeast- Tryptone
(2YT), Super Broth (SB) ve besiyerlerinde; 90 dk, 120 dk, 180 dk, 240 dk indiikleme
stireleri denenerek yliksek miktarda rVapA proteinin elde edilmesi; iii) rVapA
proteinin antijenik benzerliginin dogal VapA (dVapA) ile karsilastirilmasi, rVapA ve
dVapA proteinlerini 2 farkli adjuvant (IMS 3012, PetGel A) ile kombine edilerek 4
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farkli aday asinin gelistirilmesi ve fareler iizerinde etkinliginin belirlenmesi

amaclandi.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1.Gerec

2.1.1. Bakteriyel Suslar ve Plazmid
R. equi susu

Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi (SUVF) Mikrobiyoloji Anabilim Dali
kiiltiir koleksiyonunda bulunan sahadan izole edilen 18 adet sus igerisinden CAMP
testi ile calismada kullanilmak {izere VapA aktivitesi en yiiksek olan sus SUVF 185

nolu R. equi susu segildi.

CAMP test

Besiyeri

Kanli Agar (Merck, 113414) 40 gr
Koyun kant 50 ml

Distale su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlandi. 121
0C’de 15 dakika otoklavlandi.

C. pseudotuberculosis susu

Calismada SUVF Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonunda
bulunan SUVF 323 nolu C. pseudotuberculosis sus kullanildi.

E. coli suslar1 ve plazmid

Kompetan hiicre olarak E. coli alt tipi olarak; I- One Shot®Mach1™-T1R F-
®80lacZAM15 AlacX74 hsdR(rK- mK+) ArecA1398 endAl tonA (Champion™
pET SUMO Protein Expression System-Invitrogen) IlI- One Shot® BL21(DE3) F-
ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) (Champion™ pET SUMO Protein Expression
System-Invitrogen, K300-01) kullanildu.

Plazmid olarak, pET SUMO Vektor (Invitrogen, K300-01) kullanilda.
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2.1.2. VapA Geni Open Reading Frame (ORF) Bolgesi ve VapA Proteininin

Biyoinformatik Verilere Gore Degerlendirilmesi

National Center for Biotechnology Information (NCBI) verilerine gore R.
equi VapA geni 543 bp uzunlugundadir. Klonlama c¢aligmasi i¢in NCBI veri tabanina
gore, VapA geninin Open Reading Frame (ORF) boélgesi ve VapA enziminin

metiyonin ile baglayan triptofan ile sonlanan aminoasit dizilimi belirlendi (Sekil 2.1).

VERSION KT443895.1
KEYWORDS .
SOURCE Rhodococcus hoagii (Rhodococcus equi)

ORGANISM Rhodococcus hoagii
Bacteria; Actinobacteria; Corynebacteriales; Nocardiaceae;
Rhodococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 543)
AUTHORS  Nehra,K., Choubey,S.K., Kumar,S.B., Dubey,R., Sharma,V. and
Kumar,A.
TITLE Rhodococcus equi 17-kDa virulence associated protein A (vapA) gene
from Indian Equine samples
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 543)
AUTHORS  Nehra,K., Choubey,S.K., Kumar,S.B., Dubey,R., Sharma,V. and
Kumar,A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (18-AUG-2015) Biotechnology, Central Military Veterinary
Laboratory (CMVL), Sardhana Road, Meerut Cantt, Meerut, UP 250001,
India
COMMENT ##Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
##Assembly-Data-END&#
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..543
/organism="Rhodococcus hoagii”
/mol_type="genomic ONA"
/strains"CMVL_S517"
/db_xref="taxon:43767"

gene <1..>543
/gene="vapA"
cos <1..>543

/gene="vapA"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="virulence associated protein A"
/protein_id="AMB36549.1"
/translation="KTVSKAIAATAVAAAAAMIPAGVANATVLDSGSSSAILNSGAGS

GIVGSGSYDSSTTSLNLQKDEPNGRASDTAGQEQQYDVHGDVISAVVYQRFHVFGPEG
KVFDGDAGGLTLPGAGAFIWGTLFTNOLQRLYKDTVSFQYNAVGPYLNINFFDSSGSFL
GHIQSGGVSTVVGVGGGSGSW™

ORIGIN

17

Sekil 2.1. NCBI Genbank Erisim No KT443895 olan R. equi
VapA geni ile ilgili veriler
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2.1.3. Besiyerleri
R. equi besiyeri ortami

VapA proteinini fazla miktarda sentezlettirmek i¢in %5 at serumu igeren ve
%S5 glikoz ile zenginlestirilen Brain Heart Infiizyon Broth (Merck, 1.10493) sivi
besiyeri ve bakterinin koloni morfolojisini ve etkinligini gézlemlemek amactyla %5

koyun kani i¢eren Blood Agar Base (Merck, 1.10886) kat1 besiyeri kullanildi.
Rekombinant Protein Uretimi i¢cin Kullanilan Besiyerleri

Rekombinant  kolonileri  gelistirmek Luria Bertani (LB) Agar
(Merck,VM361985) ve stoklamak i¢in LB Broth (Merck, 71753) kullanildi. Coziintir
VapA proteinini fazla miktarda elde etmek i¢in LB, TY, TB, 2YT, SB siv1 besiyerleri
kullanildi.

Luria Bertani (LB)

Tripton 10.0 gr
Maya ekstrakti 50q¢r
NaCl 5.00r

Distile su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

Tripton Yeast (TY)

Tryptone 26.8 gr
Maya ekstrakti 21.4 gr
Monopotassium fosfat 54qgr
Di-ammonium hydrogen fosfat 1.6gr
Magnezyum siilfat 1.2gr
NaCl 8.5¢r
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Gliserol 10 gr

Distile su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlanda.

Terrific Broth (TB)

Maya ekstrakti 24.0 gr
Di-potasyum fosfat 94 gr
Monopotasyum fosfat 2.2 gr
Gliserol 4 gr
Kazein 12.0 gr

Distile su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlanda.

2 Yeast Tripton (2YT)

Tripton 16.0 gr
Maya ekstrakti 10 gr
NaCl 5.00r

Distile su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

Super Broth (SB)

Maya ekstrakti 24.0 gr
Di-potassium phosphate 114 gr
Monopotassium phosphate 1.7 gr
Gliserol 5¢gr
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Distile su ile hacmi 1000 ml’ ye tamamlandiktan sonra pH 7 olarak ayarlanarak

121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
2.1.4. Kullanilan Kitler
DNA ekstraksiyon kiti

R. equi’ nin DNA ekstraksiyonu Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, A1120) ile gergeklestirildi. ilave olarak; 50 mM etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA), lizozim (10 mg/ml) ve %70 soguk etanol kullanildu.

EDTA (50mM, PH:8)

EDTA 0,93 gr
Distile su 50 ml
Lizozim (20 mg/ml)

Lizozim 20 mg
Distile su 1000 pl
Soguk Etanol %70 (w/v)

Etanol 70 ml

Distile su 100 ml
Champion™ pET SUMO protein ekpresor sistem kiti

r'VapA sentezleme isleminde Champion™ pET SUMO Protein Expression
Kit (Invitrogen, K300-01) kullanildi.

pET SUMO T/A klonlama soliisyonlar1
pET SUMO vektor

10 mM Tris-HCI (pH 8,0) 1 mM EDTA (pH 8,0) icerisinde 25 ng/pl

miktarinda bulunmaktadir.
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10X PZR soliisyon

100 mM Tris-HCI, pH 8,3 (at 42°C); 500 mM KCI, 25 mM MgCly, %0,01

gelatin icermektedir.
dNTP miks

125 mM dATP, 125 mM dCTP, 125 mM dGTP, 125 mM dTTP
(pHS,0)‘den olugmaktadir.

10x baglanma soliisyonu

60 mM Tris-HCI (pH 7,5), 60 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mg/ml bovine
serum albumin (BSA), 70 mM B-mercaptoethanol, 1 mM ATP, 20 mM dithiothreitol,

10 mM spermidinden olugmaktadir.
T4 DNA Ligaz

T4 DNA Ligaz 4,0 Weiss units/pl miktarindadir.
Siiper optimal besiyeri

Super optimal besiyeri (SOC) % 2 tryptone, % 0,5 maya extrakt, 10 mM
NaCl, 25 mM KCIl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM glukozdan

olusmaktadir.
SUMO proteaz soliisyonlari
SUMO proteaz

SUMO Proteaz (1 U/ul); 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), % 1 Igepal (NP-40), 250
mM NacCl, 500 uM dithiothreitol (DTT), % 50 (v/v) gliserol icermektedir.

10X SUMO proteaz soliisyon+ tuz

500 mM Tris-HCI, pH 8,0, % 2 Igepal (NP-40), 1,5 M NaCl, 10 mM DTT

igermektedir.

10X SUMO proteaz soliisyonu— tuz
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500 mM Tris-HCI, pH 8,0, % 2 Igepal (NP-40), 10 mM DTT igermektedir.

Jel ekstraksiyon Kiti

Ligasyon Oncesi jelde goriintiilenen VapA genine ait DNA bandi GenElute™

Jel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, NA1111) ile temizlendi.

Plazmid ekstraksiyon kiti

Dizi analizi oncesi plazmid ekstraksiyonu GenElute™ Plazmid Miniprep Kit

(Sigma-Aldrich, PLN70) ile yapildu.

Rekombinant protein saflastirma Kkiti

Ni-NTA Spin Kit (QIAGEN, 31314) kullanilarak rVapA proteininin

saflagtirma iglemi yapildi.
Protein olciimii

Bradford soliisyonu

%395 etanol

Coomassie Blue G-250 boyasi
%85 fosforik asit

Distile su ile toplam hacim

2.1.5. Kanamisin Stok Soliisyonu

50 ml
100 mg
100 ml

1000 ml

Kanamisin saf (AppliChem, A1493) 10 mg ultra saf su 1000 pl’ye
tamamlanarak 0,22 pm (Merck, Millipore) ile filtre edildikten sonra —20°C de

saklandi.

2.1.6. IPTG (1M) Stok Soliisyonu

IPTG (AppliChem, A4773 0,238 gr ultra saf su 1000 pl’ye tamamlanarak
0,22um (Merck, Millipore) ile filtre edildikten sonra —20°C’de saklandi.
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2.1.7. DNA Amplifikasyonu
Taq polimeraz ve PZR karisim

Taq polimeraz (Fermentas, EP0402) amplifikasyon asamasinda kullanildi.
PZR miksi i¢in 10x Taq buffer 750 mM Tris-HCl (pH 8.8, 25°C), 200 mM
(NH4)2S04, % 1 (v/v) Tween 20 kullanildi.

Deoksiniikleotid trifosfat seti

dNTP set (Fermentas, R-0181) ultra saf su ile 2 mM’e ayarlandiktan sonra
kullanildi.

Kullamilan primerler

REQUI-F 5>-GGTCTAATACCGGATATGAGCTCCTGTC 3’

REQUI-R 5>-CGCAAGCTTGGGGTTGAGCCCAA 3’ (Javed ve ark 2017)
VAPA-R §’-ATGAAGACGGTTTCTAAGGCGAT -3’

VAPA-F 5°- TCACCAGCTACCAGAGCC -3’

SUMO Forward 5'-AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3"

T7 Reverse 5-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3'(Champion Pet SUMO, Thermo,
USA)

Marker

100 bp DNA ladder (Sigma, P1473), 1 kb plus DNA ladder (Fermentas,
SM1332), kullanildi.

2.1.8. Agaroz Jel Elektroforezi
Tris Asetik Asit EDTA (TAE) tampon (50%)
Tris base 242 gr

0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml
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Glasiyal asetik asit
Distile su

Agaroz jel (%1) (w/v)
Agaroz

TAE

57.2 ml

1000 ml

29r

200 ml

Etidyum bromiir stok soliisyonu (10 mg/ml)

Etidyum bromiir

Distile su

20 mg

1.98 ml

Isik olmayan ortamda muhafaza edildi, agaroz jelde son konsantrasyonu 5

g/ml olacak sekilde ilave edildi.

Yiikleme tamponu

Amplifiye edilen DNA’ larin boyanmasi amaci ile 6xyilikleme soliisyonu

(Fermentas, R0411) kullanildi.

2.1.9. Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

Unstained protein marker

Elektroforez isleminde stained protein marker (Precision Plus Protein Dual Color,

1610374, Biorad) kullanildi.
Akrilamid/Bisakrilamid
Akrilamid

Bisakrilamid

Distile su

4xTris-Cl 1.5 M (pH: 8,8)

Tris-Cl

14,88

0,12 gr

50 ml

11,82 gr
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Distile su

e ayarlandi.
4xTris-Cl 1 M (pH: 6,8)
Tris/Cl

Distile su

e ayarlandi.

Amonyum Persiilfat (%620)
APS

Distile su

Amonyum Persiilfat (%20)
SDS

Distile su

Tris-Glisin Tamponu
Tris

Glisin

SDS

Distile su

4xSDS Boya Tamponu
Tris-Cl (1 M)

SDS

Gliserol

50 ml tamamlandi ve 1N HCl ile pH 8.8’

7,88 gr

50 ml tamamland1 ve 1N HCl ile pH 6.8’

0.2gr

1 ml

0.2gr

1ml

6gr
28,8 gr
29r

2000 ml

2mi
0.8 gr

2 ml
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Bromothymol blue
Distile su

Ayirma Jeli
Akrilamid/Bisakrilamid
1.5.M Tris HCI (PH 8.8)
SDS (%20)

APS (%20)

TEMED

Distile su

Yiiriitme jeli
Akrilamid/Bisakrilamid
1.M Tris HCI (PH 6.8)
SDS (%20)

APS (%20)

TEMED

Distile su

Commasie Brilliant Blue boya cozeltisi

Commasie Brilliant Blue
Metanol
Glasiyel Asetik Asit

Distile su

0.04 gr

10 mi

3.3ml
2.5 ml
50 pul
50 ul
4 ul

4.1 ml

650 ul
1.25 ml
50 pul
50 ul
Sul

3.5ml

lor
400 ml
100 ml

500 ml
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Boya giderme cozeltisi

Metanol 400 ml
Glasiyel Asetik Asit 100 ml
Distile su 500 ml

2.1.10. Western Blot
Prestained protein marker

Elektroforez isleminde stained protein marker (Precision Plus Protein Dual

Color, 1610374, Biorad) kullanild.
Nitroseliiloz membran

Transfer isleminde 0,45 pum nitroseliiloz membran (BioRad, 162-0167)
kullanildi.

Transfer tampon

Tris (25 mM) 3qr

Glisin (150 mM) 113 gr

Metanol (%20) 200 ml

Distile su 1000 ml’e tamamlanarak pH: 8,3’e

ayarlandi ve +4°C saklandi.

Yikama soliisyonu (10X TBST)

Tris-base (1.0 M) 121.1 gr

NaCl (1.5 M) 87.7 gr

Tween 20 (%1.0) 10 ml

Distile su ile 1000 ml’e tamamlarak  pH:7,5’¢

ayarlandi ve +4°C sakland.
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Bloklama soliisyonu (10xTBSTM)

TBST 100 ml
Yagsiz Siit Tozu 3gr
Negatif Serum

Enfeksiyon ge¢irmemis annelerden dogan infantil taylarin kan serumu

kullanildi.
Pozitif serum

ELISA ile en yiiksek titre verdigi belirlenen R. equi asilariyla asili gruplarina

ait serumlar 1/8000 oraninda sulandirilarak kullanildi.
Konjugat

Esekte hazirlanan horseradishperoksidaz ile isaretli anti-at 1gG (Sigma-
H9015, USA) konjugat 1/250 oraninda kullanildi.

Substrat

Fosfat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate capsules,
Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazirlanan &- Fenildiamin dihidroklorid (-
phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) tablet kullanildi.

2.1.11. Protein Konsantrasyonu

dvapA ve rVapA proteinlerinin konsantrasyonu amaciyla ultra filtrasyon
yontemine dayali sistem (Sartorius Stedim, Slice 200) kullanildi ve besiyeri tist
kisminda bulunan VapA proteinlerinin konsantrasyonunda sirasiyla 100 kd
(Hydrosart, 00637123,  Sartorius  Stedim  Slice200) ve 10 kDa
(Polyethersulfone,10022213,Sartorius  Stedim  Slice200) ¢apinda polietersiilfon

membran filtrasyon sistem kullanildi.
2.1.12. Adjuvant

IMS 3012 (Seppic, Fransa) ve PetGel A (Seppic, Fransa) adjuvantlari
kullanild1 (Cizelge 2.1.2).
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Etik kurul onay:

Sunulan bu ¢alisma, Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP)

Koordinatorliigii (Proje No: 18202003) tarafindan desteklenmistir. Arastirma projesi

Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi 28.12.2018 tarihli

2018-44 karar sayili karar ile Etik Kurul onay1 alind1.

2.1.13. Kullanilan Serolojik Testler

Enzyme Linked Immun Assay (ELISA)

Farelerden Alinan Kan ile Yapilan ELISA

ELISA testinde kullanilacak pleytlerin kaplanmasinda dVapA, rVapA

antijenleri kullanildu.

Antijen kaplama tamponu
Karbonat-bikarbonat tamponu,
0,2 M NaCO3

0,2 M NaHCO3

PBS (Fosfat Buffer Saline)
NaCl

K;HPO4

KH,PO4

Distile su

Yikama soliisyonu (%0,05 PBS-T w/v)
Tween 20

PBS

Serum Ornekleri

pH: 9,6
16 ml

34 ml

8,5gr
1,121 gr
0,34 gr

1000 ml

0,5ml

1000 ml
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Negatif Serum

Selcuk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinden elde
edilen enfeksiyon gecirmemis annelerden dogan infantil farelerden alinan kan

serumu kullanildi.
Pozitif serum

ELISA ile en yiiksek titre verdigi belirlenen R. equi asilariyla asili gruplarina

farelere ait serumlar kullanild.
Konjugat

Tavsanda hazirlanan anti fare Ig G (Sigma-A9044, USA) konjugat 1/40.000

oraninda kullanild.
Substrat

Fosfat-sitrat buffer (Phosphate-citrate buffer with sodium perborate
capsules,Sigma P4922, USA)’da taze olarak hazirlanan - Fenildiamin dihidroklorid
(0-phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma P8287, USA) tablet kullanild.

Enzim stop soliisyonu (0.5 M H2S04)

H2SO,4 4,9 ml
Distile su ile 50 ml
Bloklama soliisyonu (%1 BSA w/v)

BSA (Sigma A21153) 1gr
PBS 100 ml

Kisraklardan Alinan Kan ile Yapilan ELISA

Kaplama antijeni

ELISA testinde kullanilacak pleytlerin kaplanmasinda dVapA, rVapA

antijenleri kullanildi.
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Antijen kaplama tamponu

Karbonat-bikarbonat tamponu, pH: 9,6
0,2 M NaCO3 16 ml
0,2 M NaHCO3 34 ml

PBS (Fosfat Buffer Saline)

NaCl 8,5¢r
KoHPO4 1,121 gr
KH,PO4 0,34 gr
Distile su 1000 ml

Yikama soliisyonu (%0,05 PBS-T w/v)

Tween 20 0,5 mi
PBS 1000 ml
Serum Ornekleri

TUBITAK-KAMAG-108G030 nolu “Taylardaki Rhodococcus equi
Enfeksiyonu icin As1, Hiperimmun Plazma ve Bagisiklik Olgiim Kiti Gelistirilmesi”
isimli proje kapsaminda; Bakteri+VapA+Montanid IMS 3012 agilanan kisraklardan
alman serum Ornekleri kullanmilmigtir. Gebeliklerinin 7., 8. ve 9. ayinda
Bakterin+VapA+IMS 3012 asis1 ile asilanan kisraklarin 1., 2. ve 3. agilama sonrasi

ve dogumda serum ornekleri kullanildi.
Pozitif serum

ELISA ile en yiiksek titre verdigi belirlenen R. equi asilariyla asili gruplarina

ait serumlar kullanildi.

Negatif Serum
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Enfeksiyon gecirmemis annelerden dogan infantil taylarin kan serumu

kullanilda.
Konjugat

Esekte hazirlanan horseradishperoksidaz ile isaretli anti-at 1gG (Sigma-
H9015, USA) konjugat 1/2000 oraninda kullanildu.

Enzim stop soliisyonu (0.5 M H2S04)
H2SO4 4,9 ml
Distile su ile 50 ml

Bloklama soliisyonu (%1 BSA w/v)

BSA (Sigma A21153) lgr
PBS 100 ml
2.2. Yontem

2.2.1. R. equi Sus Se¢imi

SUVF Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 bakteri koleksiyonundan enfeksiyona
neden olan ve sahadan izole edilen 18 izolat arasindan en etkili VapA sentezleyen
sus secildi. izolatlar %5 koyun kani iceren kanli agara (Merck, 113414) ekilerek %10
CO?li etiivde 37°C’de 48 saat inkiibe edildi (Prescott 1991). Calismadan giivenilir
sonu¢ alabilmek i¢in izolatlarin 16S rRNA’sinin PZR ile dogrulamas: yapildiktan

sonra VapA sentezleme giiciinii gézlemleyebilmek amaciyla CAMP testi yapildi.
2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
R. equi’ nin genomik DNA izolasyonu

R. equi’nin DNA’nin saflastirilmast amaciyla ticari kit (Wizard® Genomic
DNA Piirification Kit, Promega) kullanildi. Steril mikrosantrifiij tiipiine eklenen
Brain Hearth siv1 besiyerine (BHI) tek koloni ekimi yapildi. Besiyerinin 37°C’de 24
saat inkiibasyon sonrast 13.000 gx2 dk santrifiij edilerek iistte kalan siv1 faz

uzaklastirildi. Gram pozitif bakteri lizisi amaciyla pelete, 500 ul 50 mM EDTA, 50
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pl lizozim (10 mg/ml, TE tamponu i¢inde) eklenerek, 37 °C’de 60 dakika inkiibe
edildi ve 13.000 gx2 dk santrifiij edilerek iistte kalan sivi faz uzaklastirildi. Niiklei
lizis soliisyonundan 600 pl eklendikten sonra 80°C’de 5 dk bekletildi. Daha sonra
200 pl protein presipitasyon soliisyonu eklenerek buzda 5 dk tutulduktan sonra
13.000 gx3 dk santrifiij edildi. Ustteki sivi faz temiz bir eppendorfa aktarildi.
Uzerine 600 pl isopropanol ilave eklenip yavas sekilde alt iist edildi ve DNA nin
gorlniir hale gelmesi beklenip 13.000 gx2 dk santrifiij edilerek s1v1 faz uzaklastirildi.
Pelete 600 pl %70 etanol ilave edilerek alt iist edildi ve 16.000 gx2 dk santrifiij
edilerek iist sivi uzaklastirildi. Tiip, kurutma kagidi iizerinde oda 1sinda bekletildi.
Son olarak 100 pul DNA rehidratasyon soliisyonu DNA {izerine eklendikten sonra +4
°C’de 1 gece bekletildi. DNA, PZR analizinde kullanilincaya kadar -20 °C’de

muhafaza edildi.
DNA’larin absorbans tayini

DNA ekstraktlariin saflik ve miktar tayinlerini belirlemek amaciyla 260 nm
ve 280 nm dalga boylarinda optik dansiteleri (OD) spektrofotometre (Nanodrop2000,
Thermo Scientific) kullanilarak saptandi. DNA rehidratasyon soliisyonu bos olarak
kullanilarak, 260 nm (OD260) ve 280 nm (OD280) dalga boylarinda 1pl 6rnegin
Olctimleri yapildi. Konsantrasyonlari ng/ml cinsinden elde edildi. OD260 ve OD280
degerlerine gore birbiri ile oranlanarak 1,8-2,0 ye yakin degerler arasinda bulunan

kaliteli 6rnekler PZR’da kullanild1 (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Elde edilen DNA ekstraktlarinin spektrofometre ile Ol¢timii
(Nanodrop2000, Thermo Scientific)
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R. equi 16S rRNA dogrulanmasi

R. equi 16S rRNA dogrulamasi amaciyla REQUI-F ve REQUI-R primerleri
kullanild1 (Javed ve ark 2017).

Amplifikasyon 25 pl PZR tamponu igerisinde gerceklestirildi. PZR tamponu;
2,5 ul PZR tampon (KCTI’lii), 3.50 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP set, her bir primer 1.0
uM, 1.0 U DNA polimeraz (5U/ pl), 14,9 ul steril ultra saf su ve 2,5 ul DNA (100
ng/ ul) icerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazinda (Ependorf, Matercycler
gradient 5331 000.010, Germany) 94°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, 35 siklus (94°C’de
30 saniye denatiirasyon, 52°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1 dakika uzama) ve
72°C’de 10 dk son zincir uzamasiyla ¢ogaltildi. Goriintiillemek amaciyla 5 pg/ml
etidyum bromid iceren %1,5 agaroz jel hazirlandi ve 6rnekler 6x yiikleme boyasi ile
yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu. DNA bant biiyiikliiklerinin
belirlenmesinde 100 bp DNA ladder kullanildi (Javed ve ark 2017).

CAMP Testi

CAMP testi igin S. aureus ve C. pseudotuberculosis suslart kanli agarin orta
hattina ¢ekildi ve R. equi suslariin ekimi yapilarak 37°C’de 48 saat %10 CO?’li
etiivde inkiibe edildi. izolatlarm hemoliz giicii gdzlemlenerek en etkili VapA

sentezleyen sus secildi.
2.2.2. R. equi VapA geninin PZR ile amplifikasyonu
Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu i¢in Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (USA) kullanilarak 5 ml bakteri kiiltiirii 1,5 ml’lik steril tiiplere aktarildiktan
sonra 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Pelet ilizerine 250 ul sulandirma
soliisyonu eklenip pipete edildikten sonra 250 pl lizis soliisyonu eklenerek tiipler alt
iist edildi. Karigima 350 pl nétralizasyon soliisyon eklenerek c¢okelti olusumu
gbzlemlenince 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan s1v1 faz kolona
almarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolona 500 pl yikama soliisyonu
eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon temiz bir tiipe aktarilarak 50
pl sulandirma soliisyonu eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve tiipiin dip
kisminda bulunan plazmid DNA -20°C’de saklandi.
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R. equi VapA primer dizaym

R. equi ORF kisminin amplifiye edilmesi amaciyla kullanilacak VAPA-R ve
VAPA-F primerleri NCBI Gen Bankasi’ndaki R. equi ve R. equi VapA geninin tim
genom dizileri kullanilarak Primer 3 Plus ve NCBI Primer BLAST programlari

araciligi ile tasarlandi.

Bu primer c¢ifti toplam 18 adet R. equi susunda VapA geninin
dogrulanmasinda ve CAMP testi sonucuna gore en kuvvetli VapA sentezleyen 185
nolu susunun ORF bolgesinin gogaltilmasinda kullanildi. Amplifikasyon 25 ul PZR
tamponu igerisinde gergeklestirildi. PZR tamponu; 2,5 ul PZR tampon (KCI’lii), 3.50
mM MgCl,, 0.2 mM dNTP set, her bir primer 1.0 uM, 1.0 U DNA polimeraz (5U/
ul), 14,9 pl steril ultra saf su ve 2,5 ul DNA (100 ng/ pl) icerdi. Hedef DNA, PZR-
termal cycler cihazinda (Biorad, T100™ Thermal Cycler, Germany) 94°C’de 2 dk 6n
denatiirasyon, 40 siklus (94°C’de 90 saniye denatiirasyon, 57°C’de 1 dakika
baglanma, 72°C’de 2 dakika) ve 72°C’de 10 dk son zincir uzamasiyla ¢ogaltildi.
Goriintiilemek amaciyla 5 pg/ml etidyum bromid igeren %1,5 agaroz jel hazirlandi,
ornekler 6X yiikleme boyas: ile yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutuldu. DNA
bant biiytikliiklerinin belirlenmesinde 100 bp DNA ladder kullanilda.

2.2.3. PZR Uriiniiniin Agaroz Jelden Arindirilmasi

VapA genininin ORF bdlgesine ait 543 bp biiytikliiglindeki DNA bandi, Ultra
Viole yardimiyla goriintiilerek temiz bistiiri ile kesildi ve kesilen agarozun agirligi
tartildi. GenElute™ Jel Extraction Kit (Sigma-Aldrich, NA1111) kitin protokoliine
uygun sekilde 1:3 oraninda 200 mg jel bulunan tiipe jel eritici tampondan 600 pl
eklenerek 60°C’de termal blokta jel ¢oziinene dek (VWR, DH, USA) bekletilerek
vortekslendi. Piirifikasyon kolonu igerisine aktarildiktan sonra tiizerine 100 pl
%100’ ik isopropanol alkol ilave edilerek 14.000 gx1 dk santrifiij edildi ve iizerine
700 pl yikama soliisyonu kolona ilave edilerek 14.000 gx1 dk santrifiij yapildi.
Kolon yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarildiktan sonra 50 pl DNA ¢6zdiirme
soliisyonu ilave edilerek 16.000 gx1 dk santrifiij edildi. Elde edilen DNA -20°C’de

saklandi.
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2.2.4. Vektore Ligasyon Protokolii

PetSUMO vektore (Invitrogen, ABD) PZR f{irlinlerinin klonlanmasi i¢in; 1 pl
10X Ligasyon soliisyonundan, 2 ul vektorden, 2 ul saflagtirilan PZR {iriiniinden ve 1
ul T4 DNA ligazdan, 4 ul steril ultra saf sudan alinarak +15°C’de bir gece
inkiibasyona birakildi. Reaksiyon i¢in DNase-RNase free 0.5 mI’lik tiipler kullanildi.
Ligasyonun dogru gerceklestigini belirlemek amaciyla kontrol klonlama DNA’s1

kullanildi.
2.2.5. Transformasyon Protokolii

One Shot®Mach1™-T1R (Invitrogen) kompetan bakteri, aktarim 6ncesinde
buz tizerinde 15 dakika ¢oziinmesi i¢in bekletildi. Kirik buzda 5 dakika bekletilen 90
ng DNA igeren 5 pl ligasyon {iriinii kompetan bakterinin icerisinde bulundugu
mikrosantrifiij tiipe eklendi ve 25 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Hiicreler
onceden ayarlanmis su banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna maruz birakildiktan
sonra hizli sekilde tekrar buz iizerine alinarak 5 dakika bekletildi ve 37°C’de
bekletilmis olan 250 pl S.O.C. besiyerinden eklenerek 37°C’de 200 rpm’de 45
dakika inkiibasyona birakildi. Karigim 2 adet 50 pg/ml kanamisin igeren ve kontrol
amaciyla antibiyotik icermeyen LB kati besiyerine 100 pl eklenerek 37°C’de bir gece
inkiibe edildi (Ek 2.4).

2.2.6. Rekombinant Plazmid Tasiyan Koloni Sec¢imi

Kanamisin igeren LB agar {izerinde gozlenen koloniler numaralandirilarak 50
pg/ml kanamisin iceren LB sivi besiyerine ekimi yapildi ve koloniler 37°C’de

inkiibasyona birakild.
2.2.7. Rekombinant Kolonilerden Plazmid izolasyonu

Plazmid DNA izolasyonu i¢in Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (USA) kullanilarak 5 ml bakteri kiiltiirii 1,5 ml’lik steril tiiplere aktarildiktan
sonra 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Pelet {izerine 250 pl sulandirma
soliisyonu eklenip pipete edildikten sonra 250 pl lizis soliisyonu eklenerek tiipler alt
iist edildi. Karigima 350 pl nétralizasyon sollisyon eklenerek c¢okelti olusumu
gbzlemlenince 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 faz kolona
aliarak 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolona 500 pl yikama soliisyonu

50



eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon temiz bir tiipe aktarilarak 50
pl sulandirma soliisyonu eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve tiiptin dip
kisminda bulunan plazmid DNA -20°C’de saklandi.

2.2.8. lzole Edilen Plazmidin Dogrulanmasi
PZR ile Dogrulama
Vektor Primeri ile Dogrulama

VapA genine ait ORF kisminin plazmide klonlamasimin dogrulanmasi i¢in
ticari kit (PetSUMO- Invitrogen) icerisinde bulunan SUMO forward ve T7 reverse
primerleri kontrol primeri olarak kullanildi. Kit protokoliine uygun sekilde 5 ul PZR
tampon (KCI'li), 0,5 mM dNTP set 0,5 pl, her bir primer 1,0 uM, 1 pl Taq
polimeraz, 35 pl steril ultra saf su ve 5 ul DNA (100 ng/ ul) igerdi.

Amplifikasyon kit protokoliine uygun sekilde PZR-termal cycler cihazinda
(Biorad, T100™ Thermal Cycler, Germany) 94°C’de 2 dk 6n denatiirasyon, 25 siklus
(94°C’de 1 dakika denatiirasyon, 55°C’de 1 dakika saniye baglanma, 72°C’de 1
dakika) ve 72°C’de 7 dk son zincir uzamasiyla ¢ogaltildi. Goriintiilemek amaciyla 5
pg/ml etidyum bromid igeren %1,5 agaroz jel hazirlandi, 6rnekler 6x yilikleme boyasi
ile yiiklenerek elektroforez islemine tabi tutularak DNA bandimin biiyiikligiiniin
belirlenmesinde 100 bp DNA ladder (GeneRuler, Thermo, USA) kullanildi.

ORF amplifikasyonu primeri ile dogrulama

Klonlamanin dogrulanmasi amaciyla VAPA-R ve VAPA-F primerleri
kullanildi. Amplifikasyon 25 pl PZR tamponu igerisinde gerceklestirildi. PZR
tamponu; 2,5 ul PZR tampon (KCI’lii), 3,50 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP set, her bir
primer 1,0 uM, 1,0 U of DNA polimeraz (5U/ ul), 14,9 ul steril ultra saf su ve 2,5 ul
DNA (100 ng/ ul) igerdi. Hedef DNA, PZR-termal cycler cihazinda (Ependorf,
Matercycler gradient 5331 000.010, Germany) 94°C’de 2 dk 6n denatiirasyon, 40
siklus (94°C’de 90 saniye denatiirasyon, 64°C’de 1 dakika saniye baglanma, 72°C’de
1 dakika) ve 72°C’de 5 dk son zincir uzamasiyla ¢ogaltildi. Goriintiilemek amaciyla
5 pg/ml etidyum bromid igeren %]1,5 agaroz jel hazirlandi, 6rnekler 6x yilikleme
boyasti ile yiiklenerek 55 dakika ve 100V de elektroforez islemine tabi tutuldu ve UV
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lambas1 altinda goriintiilendi. Elde edilen PZR iiriiniiniin  biiyiikligliniin

belirlenmesinde 100 bp DNA ladder (GeneRuler, Thermo, USA) kullanildi.

Dizi analizi ile dogrulanmasi ve verilerin bioinformatik yontemler ile analizi

Elde edilen plazmidte klonlamanin dogrulanmasi amaciyla dizi analizi hizmet

alimu ile Istanbul Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii’ne yaptirildi.

Dizileme islemi sonucu ¢ikan sonuglar Tracy 0.9 Beta programi ile baz
dizilimi sekline doniistiiriildii. NCBI gen bankasi KT443895 erisim nolu R. equi
VapA verileri ile karsilastirildi.

Baz dizilimi karsilastirmast EMBL-EBI Clustal W2 Coklu Sekans hizalama
ve LALIGN EMBL EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) ile kullanilarak
yapildi. . Dizi analizi ile ¢ikan baz diziliminin aminoasit sekline doniistiiriilmesi
islemi sonucu erisim numarasi olan KT443895 R. equi’nin sentezledigi VapA protein
dizilimi ile karsilastirmak i¢in, VapA protein dizilimi ExPasy Translate Tool
programi (http://web.expasy.org/translate/) kullanilarak belirlendi. Protein dizilimi

karsilastirmast LALIGN (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2) ile yapildu.
2.2.9. Rekombinant Protein Ekspresyonu i¢in Besiyeri Denemesi

r'VapA proteinin sentezlenmesi amaciyla -80°C’de bekletilen One
Shot®BL21(DE3) (Invitrogen) hiicrelerinin buz {izerinde 15 dakika ¢dziinmesi i¢in
beklendi. Kompetan hiicre igerisine kirtk buzda 5 dakika bekletilen 90 ng DNA
iceren 5 ul ligasyon iiriinii eklendi. Uriin karisimi 25 dakika buzda inkubasyona
birakildi. Hiicreler 6nceden ayarlanmis su banyosunda 42°C’de 90 saniye 1s1 sokuna
maruz birakildiktan sonra hizli sekilde tekrar buz iizerine alinarak 5 dakika
bekletildi. Kompetan bakterinin iizerine 37°C’de bekletilerek 1sitilan 250 pl S.O.C.
besiyerinden eklenerek 37°C’de 200 rpm’de 45 dakika inkiibasyona birakildi.
Karigim 2 adet 50 pg/ml kanamisin igeren ve kontrol amaciyla antibiyotik igermeyen

LB agar besiyerlerine 100 ul eklenerek 37°C’de bir gece inkiibe edildi.

Kanamisin iceren LB agar besiyerinde lireyen kiiltiirden tek bir koloni

alinarak 50 pg/ml kanamisin antibiyotik iceren 2 ml LB siv1 besiyeri i¢ine inokule
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edildi ve 37° C'de bir gece inkiibe edildi. inokule edilen kiiltiiriin 0.1 ml' si LB, TY,
TB 2YT, SB besiyerlerinin her birinin 2 ml'sini inokiile etmek icin kullanildi.
Kiiltiirler, 37° C'de 250 rpm'de calkalanarak OD 0.6'ya (yaklasik 2 saat) ulasana
kadar inkiibe edildi. Rekombinant proteinin ekspresyonu, final konsantrasyonu 0,1
mM olacak sekilde Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) ile indiiklendi
(Galloway ve ark 2003) IPTG ilavesi sonrasi benmaride 37° C'de 250 rpm'de
calkalanarak 60dk, 90dk, 180 dk, 240 dk olmak tizere 4 farkli zamanla inkubasyona
devam edildi (Sakmanoglu ve Erganis 2014). Yiiksek miktarda ¢Oziiniir rVapA
proteinin elde edildigi besiyeri bileseni ve uygun indiikleme siiresi belirlendi.

Calismanin sonraki sathalarinda hedef besiyeri ve uyarim siiresi ile devam edildi.
2.2.10. rVapA Proteinin Ekspresyonu

Yiiksek miktarda ¢oziiniir rVapA proteinin TY sivi besiyerinde elde edilmesi
nedeniyle as1 iceriginde kullanilmak {izere protein iiretiminde TY besiyeri kullanildi.
Bu sebeple, kanamisin iceren LB agar besiyerinde iireyen kolonilerden tek koloni
secilerek LB s1v1 besiyerine ekilerek 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Alinan
10 ml kiiltiir 50 pl/ml kanamisin igeren 100 ml TY besiyerine eklenerek OD 0,6
ulagincaya kadar 37°C’ de ve 250 rpm de inkube edildi. Son konsantrasyonu 0,1 mM
olacak sekilde IPTG eklendi ve 37° C ve 250 rpm de 3 saat daha inkube edildi
(Broedel ve ark 2001).

2.2.11. Coziinmeyen/Coziinebilir Protein Diizeyinin Belirlenmesi
Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein  ekstraktlari ayirmak amaciyla Sodyum Dodesil — Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) jelleri hazirlands. ilk olarak %12 ayirma
jeli sonrasinda %S5 yiirlitme jeli hazirlandi. Ayirma jeli cam plakalar arasina
dokiilerek 0,3 ml n-butanol yiizeyi piiriizsiizlestirmek i¢in eklendi. Yiriitme jeli
plakalar arasina dokiildiikten sonra tarak takilarak polimerizasyonun tamamlanmasi
beklendi. Jel elektroforez tankina (Thermo Scientific, EC120 Mini Vertikal Jel
Sistem) yerlestirilerek 1X Tris- Glisin yiiriitme tamponu eklendi (Ek 2.3). Ornekler
4xSDS yiikleme boyasi ile 1:4 oraninda toplam 25 pg/ml olacak sekilde 25 ul olmak
tizere jele yiiklendi. Yiiriitme jeli i¢in 80 volt 30 dakika, ayirma jeli i¢in 100 voltta
yaklagik 90 dakika akim uygulandi (Laemmli 1970).
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Coomassie Brilliant Mavisi ile Boyanmasi

Elektroforez (SDS-PAGE) bitiminde cam plakalar agilarak jel alindi. Oda
sicakliginda 250 ml Commasie Brilliant Mavisi ile 2 saat boyamaya birakildi. Jel
daha sonra 2 saat boya giderme ¢6zeltisi i¢erisinde boyadan arindirildiktan sonra 2
saat fiksatif sollisyonda bekletilerek bantlar goriiniir hale getirildi. Goriintiileme

cihazi ile bantlar goriintiilendi (Temizkan ve Arda 2004).
Western Blot

SDS-PAGE islemi ig¢in hazirlanan jellerden birisi elektroforez islemi
sonrasinda Coomassie Brilliant Mavisi ile boyand: digeri ile blotlama islemine
gecildi. Jel ile ayn1 boyutta 3MM Whatman®kagitlari, 0,2 pm nitroseliilloz membran
(Bio-Rad, Hercules, CA), 1X transfer tamponu ile 1slatilarak kaset {izerine
yerlestirilerek 25 mA’de 30 dakika aktarim igslemi uygulandi (Bio-Rad Mini Trans-
Blot® Cell). Membran bloklama amaciyla calkalayici tizerinde 100 ml 1x TBS ile
hazirlanmis %5 BSA ¢ozeltisinde 37°C'de 2 saat bekletildi. Bloklama sonrasinda
%0,5 Tween 20 igeren 1X TBS ile 5 dakika siireyle 3 kez yikandi. Daha sonra
membran VapA ile asilanmis atlardan alindan proteine 6zgii serumun bulundugu
primer antikor icerisinde oda 1sisinda 1 saat bekletildi ve daha sonra %0,5 Tween 20
iceren 1X TBS ile 5 dakika siireyle 3 kez yikandi. Membran yikama soliisyonu ile ile
1/5000 oraninda seyreltilen horseradish peroksidaz ile isaretli anti-at Ig G (Sigma-
H9015, USA) ile oda sicakliginda 1 saat bekletilerek yikama soliisyonu ile 3 kez 5
dakika yikandi. 6- fenildiamin dihidroklorid (Sigma P8287, USA) fosfat sitrat
tamponu (Sigma P4922, USA) ile sulandirilarak nitroseliiloz membrana aktarildi.

Membran 15 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra beliren bantlar goriintiileme sistemi

Carestream (Gel Logic 212 PRO, Bruker, USA) ile goriintiilendi.
Ni-NTA Kolon ile Saflastirilma

Protein saflagtirllmas1 igin Ni-NTA Purification System (Qiagen)
purifikasyon kiti kullanildi. rVapA proteini barindiran siipernatant {izerine
sulandirma soliisyonu eklendi ve tamamen ¢oziinene kadar vortekslendi. Daha sonra
15000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Rekombinant proteini igeren sivi faz kolon
hazirlama tamponu ile bekletilen purifikasyon kolonlari (Ni-NTA Superflow

Columns, Qiagen) kullanilarak saflastirma islemi yapildi. Yikama soliisyonu
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eklenerek 12000 rpm de 1 dk santrifiij edilerek. Kolondan ¢6zdiirme tamponu

gecirilerek saf olarak elde edildi.
SUMO proteaz enzim ile kesim

pET SUMO vektor sisteminde bulunan niiklear transportta yer alan SUMO
Small Ubiquitin-like modifier) SUMO Proteaz enzimi ile gizelge 2.1.” de belirtilen
q g

miktarlar ve soliisyonlara gore hazirlanarak 30°C’de 4 saat inkiibasyona birakildu.

Cizelge 2.1. SUMO proteaz ile kesim iglemi

Bilesenler Miktar
Rekombinant VapA protein 20 pg
10x SUMO proteaz soliisyon (ilave tuzlu) 20 pl
SUMO Proteaz (10 unite) 10 ul
Ultra saf su 150 pl
Toplam miktar 200 pl

rVapA ve dVapA protein konsantrasyonu

Rekombinant BL21(DE3) E. coli’nin TY siv1 besiyerinde ve 185 nolu R. equi
susunun %35 at serumu eklenen BHI sivi besiyerinde inkubasyonu sonrasinda
besiyerlerinin siipernatantin1 elde etmek amaciyla kiiltiirler 9000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Sirasiyla 100 kDa (Hydrosart, 00637123, Sartorius Stedim Slice200)
ve 10 kDa (Polyethersulfone, 10022213, Sartorius Stedim Slice200) c¢apinda
membran kaset sistemleri kullanilarak konsantre edildi (Sakmanoglu ve Erganis

2015) (Ek 2.5).
Protein Miktarlarmin Belirlenmesi

As1 formulasyonunda, 5 farkli besiyeri denemelerinde elde edilen proteinlerin
ve ELISA yonteminde kullanilacak konsantre dVapA ve rVapA protein miktarlarinin
belirlenmesinde Bradford yontemi (1976) ile kullanildi. ilk olarak, 47 ml %96 etanol

icinde 100 mg Coomassie Mavisi eritilerek 100 ml %85 fosforik asit ile karistirilarak
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toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Standart egriyi olusturmak
amaciyla 2, 4, 6, 8 ve 10 ul hacimde 1 mg/ml BSA tiiplere eklenerek distile su ile
100 pl’ye tamamlandi. Kontrol i¢cin 100 pl saf su ilave edildi. Her tiipe 500 pl
bradford ¢ozeltisi ve 10 pl 6rnekleri eklenerek spektrofotometre (Shimadzu UV-
1601) ile 595 nm’de 6l¢iildi. Standartlar kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturularn

egri denklemleri kullanilarak protein miktari hesaplandi (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Protein 6lglimii sonras1 Microsoft Office Excel ile hazirlanan
standartlarin OD’in degerlendirilmesi

2,5 -

y =4,0591x - 0,4717
R?=0,9967

0,5

0525
0 T U’In?—%l% T T T T 1

0,0b00  0,1000 0,2000 0,3000 044000 0,5000 0,6000 0,7000

0,5 -

2.2.12. Asilarin Hazirlanmasi ve Uygulamasi

Ultra filtrasyon sistemi ile konsantre edilen proteinlerin 6l¢iimii yapildiktan
sonra son konsantrasyonu 0.1 mg/ml olacak oranda (Lawrence ve ark 1997, Lopez ve
ark 2003) 1:1 oraninda likit nanopartikiil IMS 3012 ve %10 PetGel A ile adjuvant ile
antijen homojen olarak karigtirilarak, rVapA+IMS 3012, dVapA+IMS 3012;
rVapA+PetGelA ve dVapA+PetGelA 4 farkli ag1 formiilasyonu hazirlandi1 (Lopez ve
ark 2003, Cauchard ve ark 2014, Erganis ve ark 2012). As1 kombinasyonunun uygun
besiyerine ekimi gerceklestirilerek, anaerobik ve aerobik bakteriler ile mantar
yoniinden 37°C’ de ve 22°C’de 14 giin inkiibe edilerek sterilite kontrolleri yapildi
(OIE 2019).

Bu calismada aday asilarin etkinligini belirlemek icin her as1 grubunun
potens+geling denemelerini yapmak i¢in swiss albino 1k agirliklar: 15-18 gr arasinda

degisen fareler kullanild1 (Cizelge 2.3). Asilarin seropotens (bagisiklik olusturma
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giicli) ve c¢eling (koruma giicli) gili¢lerini belirlemek icin 5 adet asilama grubu i¢in
6’sarlt gruplardan olusan 2 alt grup olusturuldu. Seropotens gruplart 0,2 ml (0,1
mg/ml) ile deri alt1 yolla 21 giin arayla iki kez asiland1 (Ek 2.6). Ikinci asilama
sonrasi 21. giin antikor seviyesini belirlemek amaciyla anestezi altinda kardiak

punksiyon ile 0,1 ml kan alindi. Serumlar kullanilana kadar -20°C’de saklandi.

Cizelge 2.3. Celing ve seropotens denemelerinde kullanilan fare sayisi

Fare Adedi
As1 Gruplari Celing Potens
rvVapA+IMS 3012 6 6
dVapA+IMS 3012 6 6
rvVapA+Petjel A 6 6
dVapA+PetjelA 6 6
Kontrol 6 6

Kullanilan antijenler; dVapA (dogal VapA) ve rVapA
(rekombinant VapA), adjuvantlar;IMS3012, PetGel A

Celing gruplart 0,2 ml, (0,Img/ml) ile deri alti asilanarak (Lopez ve ark
2003), 2. asilama sonrast 10. giin standart aktif ¢eling dozunda periton i¢i (2 x 10
CFU bakteri/ ml) verildi (Kanaly ve ark 1995, Vanniasinkam ve ark 2005, Erganis ve
ark 2012). Celing sonrasi; 1. hafta, 2. hafta ve 3. haftalarda her gruptan ikiser fare
anestezi altinda dekapitasyon uygulanarak enjeksiyon yapilan yerde bulunan nekroz
ve degisiklikler gbzlendi. Etkenin geri izolasyonu amaciyla i¢ organlarin (akciger,

karaciger, kalp, dalak, bobrek) alinarak ekimi yapildi. (Ek 2.7)
2.2.13. Enzim Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Seropotens grubu farelerin ve asilanan kisraklarin serumunda antikor
titresinin Ol¢ililmesi igin ELISA testi yapild1 (Engvall ve Perlmann 1971). dVapA ve
rVapA antijenleri karbonat-bikarbonat tamponu ile sulandirilarak mikropleytin
kuyucuklarinda, 1 pg, 10 pg, 50 pg, 100 pg, 250 pg, 500 pg, 1000 pg olacak sekilde
100’er pl antijen dagitildi ve 37°C’de 1 saat bekletildikten sonra +4 °C’de 1 gece
inkiibe edildi. Mikropleyt PBS-Tween 20 (PBS-T) yikama ¢ozeltisi ile ii¢ kez
yikand1 (Ek 2.8). Kuyucuklara 6zgiil olmayan baglanmalar1 6nlemek icin PBS
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icerisinde %1 bovine serum albumin (BSA) olacak sekilde bloklama soliisyonundan
100’er pl kuyucuklara eklenerek, 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Siire sonunda yikama
¢ozeltisi ile ti¢ kez yikandi. Antijen ile kaplanan mikropleytler kullanilincaya kadar
+4 °C’de bekletildi (Erganis ve 2014).

Serum Ornekleri 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 ve 1:3200
oranlarinda PBS-T ile sulandirilarak 100’er pl kuyucuklara eklenerek 37°C'de 1 saat
inkiibe edildi ve yikama ¢6zeltisi ile ti¢ kez kez yikand1 (Erganis ve 2014). Anti fare
konjugat (Sigma-A9044, USA) 1/ 5000 oraninda sulandirilarak kuyucuklara 100’er
ul ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildikten sonra yikama ¢ozeltisi ile ii¢c kez
yikandi. Fosfat-sitrat ¢ozeltisi (phosphate-citrate buffer with sodium perborate
capsules, Sigma P4922, USA) ile hazirlanan kolorimetrik bir substrat olan o-
fenildiamin dihidroklorid (8- phenylenediamine dihydrochloride tablet Sigma p8287,
USA) tiim ¢ukurda 0,4 mg/ml olacak sekilde ayarlandi ve kuyucuklara hazirlanan
substrattan 100 ‘er pul eklendi. Pleytler karanlik ortamda oda 1sisinda 30 dk
bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 0.5 M H2SOs’den 50°ser ul
eklenerek reaksiyon durduruldu ve serumlarim OD’leri ELISA okuyucuda (BIOTEK
EL %800, USA) 450 nm’de analiz edildi (Ek 2.9) (Erganis ve 2014).

Negatif esik degerinin (cut off) hesaplanmasi

Negatif esik degeri; kontrol serumun OD degerlerinin aritmetik ortalamasi+ 3

kat standart sapma degeri (NKORT +3 SD) seklinde hesaplanda.
Istatistik Analiz

Elde edilen verilerin hesaplanmasi ve degerlendirilmesinde SPSS IBM20
Paket Program kullamilmistir. Veriler ortalama ve standart sapma verilerek
Ozetlenmistir. Kontrol grubu ile aday as1 gruplarmin karsilastirilmasinda bagimsiz
gruplarda T-Testi kullanilmistir. Aday as1 gruplart ve kontrol grubu arasinda
analizlerde istatistiksel anlamliligi degerlendirmek i¢in tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulandi. Gruplarin birbiri ile karsilastirilmasinda Tukey testi kullanildi.
Bu caligmada hata diizeyi 0,01 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. R. equi ile Tlgili Cahsma Sonuclar1
3.1.1 R. equi izolatlarinin PZR ile Dogrulanmasi

Toplamda 18 adet R. equi izolatinin 16S rRNA’sina gore tiir diizeyinde
yapilan PZR sonucunda, tiim izolatlarda agaroz jelde 450 bp biiyiikliiglinde DNA
band1 gozlendi (Sekil 3.1).

M 1 2 3 NKPK

Sekil 3.1. PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisi. M: Marker,
PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif kontrol, 1,- 3: R. equi
1zolatlar1

3.1.2. R. equi’de VapA Geninin PZR ile Cogaltilmasi

CAMP testi sonrasinda en kuvvetli VapA sentezleyen susun SUVF 185 nolu
sus oldugu belirlendi. Bu susun VapA geninin ORF bolgesinin PZR ile amplifiye
edilmesi sonrasinda agaroz jelde 543 bp biiyiikliiglinde DNA band1 goriintiilendi
(Sekil 3.2).
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3 4 5 PK

Sekil 3.2. PZR iirlinlerinin agaroz jel gortintiisii. M: Marker, PK:
Pozitif Kontrol, NK: Negatif kontrol, 1-5: R. equi’de VapA

geninin dogrulanmasi

3.2. Klonlama Yapilan Vektoriin Dogrulanmasi
3.2.1. PZR ile Dogrulanmasi

Transformasyondan sonra LB besiyerinde iireyen toplam 42 adet koloniye
dogrulama islemi yapildi (Sekil 3.3) ve VAPA-R ve VAPA-F primerlerinin
kullanildig1 PZR ile 42 adet koloniden 2’sinde 543 bp biiyiikliiglinde bant tespit
edilerek VapA geninin varlig1 dogruland (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. LB besiyerinde iireyen transformasyon yapilan E.coli One

Shot®BL21(DE3) (Invitrogen) koloni goriiniimii

Sekil 3.4. pET SUMO vektore VapA geni

ligasyonunun  PZR  ile  dogrulanmasi.
M:Marker, 1-2: VapA Geni (543 bp).
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3.2.2. Dizi Analizi ile Dogrulama ve Bioinformatik Yontemler ile Analizi

NCBI gen bankasindaki R. equi’ye ait KT443895 erisim nolu VapA geni ile
rVapA geninin klonlamasinin sonrasinda elde edilen VapA geninin (rVapA) dizi
analizi sonuglariin karsilagtirillmasi sonucunda iki gen arasinda %99.4 benzerlik

bulundu. Farkliligin 90. ve 530. bazlarda oldugu belirlendi (Sekil 3.5).

Waterman-Eggert score: 2521; §54€.7 bits; E(1) 7.8e-1€0
identicy (99.4% similar) in S12 nt overlap (5-51S:

80 $0 100 110 120
GCLGCACTGD"LTLTCM" ’""\.'};GCL.Q. GS\J\. C'V..G'ﬂi.“'x'"‘

‘I\G:F\SCI\G—WLT’TCM.M'G?SJCASGCASTG;\.A. G‘\.MGTI;.T.-A
100 110 120 130 140 150

0 160 170 180
MCC'TCAM&CM AAC‘)GTCGA@‘AA

ncbi: TCTACCAGAGGITICACGTA e MM%M’T’“C‘GLO"\.&TG.ACJ}T

QSG;S\’TT”..CACKAAT’ZA»&_IOV‘
340 350 3€0 370 380 350

T'M.A’TMM:G\—V GIGGE ""’.'»:L'ATACT.'I‘GA».A":K
420 430 440 450

430 440 450 4¢€0 70
rVaph ACTTCTTCGATAGCTCAGCTAGCTTOCTOGCCCATATCCAGT

TCAGGTAGCTTOCTOGGCCATATC
4€0 470 480 450 s0 §10

ncb: ACTTCTTCGATAGCT

450 500 510

rVaph TGETGECCCTOCCCGECEETTCTGETAGCTCE

nebs  TEITCRCCCTCRECOICGECTCTCRTAGETER
§20 530 540

Sekil 3.5 Dizi analiz karsilastirmasi, rVapA: Tezde kullanilan rVapA’ ya
ait dizi, NCBI: Erisim No: KT443895 R. equi’ ye ait dizi.

NCBI gen bankasindaki erisim no: KT443895 olan R. equi’ye ait VapA geni
ve pET SUMO vektére VapA geninin klonlamasinin sonrasinda elde edilen VapA
genine (rVapA) ait amino asit dizilimleri %100 uyumlu bulundu (Sekil 3.6).
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>>ncbi (207 aa)
waterman-Eggert score: 1016; 119.2 bits; E(1) < 4.7e-32
100.0% identity (100.0% similar) in 152 aa overlap (25-176:30-181)

30 40 50 60 70 80
vapA  DSGSSSAILNSGAGSGIVGSGSYDSSTTSLNLQKDEPNGRASDTAGQEQQYDVHGDVISA

ncbl  DSGSSSAILNSGAGSGIVGSGSYDSSTTSLNLQKDEPNGRASDTAGQEQQYDVHGDVISA
30 40 50 60 70 80

90 100 110 120 130 140
vapA  VVYQRFHVFGPEGKVFDGDAGGLTLPGAGAFWGTLFTNDLQRLYKDTVSFQYNAVGPYLN

............................................................

ncbl  VVYQRFHVFGPEGKVFDGDAGGLTLPGAGAFWGTLFTNDLQRLYKDTVSFQYNAVGPYLN
920 100 110 120 130 140

150 160 170
vapA INFFDSSGSFLGHIQSGGVSTVWGVGGGSGSW

ncbl  INFFDSSGSFLGHIQSGGVSTWGVGGGSGSW
150 160 170 180

Sekil 3.6. Amino asit dizilimlerinin karsilastirmasi. vapA:
Rekombinant VapA, NCBI: KT443895 R. equi’ ye ait dizi analizi.

3.3. Coziinmeyen ve Coziinebilir Protein Varhgmmin Belirlenmesi
3.3.1. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Gel Elektroforez (SDS-PAGE)

SDS-PAGE ile E. coli BL21(DE3) igeren besiyeri siipernatantinda
¢oziinebilir rVapA bulundugu ve yaklasik 28 kDa agirliginda oldugu gozlendi (Sekil
3.7).
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Sekil 3.7. 17 kDa agirliginda dVapA proteinin SDS-PAGE
ile gorlintiilenmesi, 11 kDa agirhginda PetSUMO ile 28
kDa agirligma ulasan rVapA’nin SDS-PAGE ile
gortintiilenmesi M: Marker

3.3.2. Western Blot

Western blot analizi sonucunda nitroseliiloz membran tizerinde 28 kDa

agirliginda rVapA’ ya ait bant gozlendi (Sekil 3.8).
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52 28 kDa

Sekil 3.8. 28 kDa agirliginda olan rVapA proteinin
Western Blot uygulamasi ile gosterilmesi, M: Marker.

3.4.rVapA Proteinin Elde Edilmesi ve Konsantrasyonu Sonuglari

3.4.1. rVapA Ekspresyonu Amaciyla Besiyeri Denemesi

Farkli besiyerleri ile siirelerin rVapA proteinin miktar1 tizerindeki etkileri

Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Denemeler sonucunda en verimli besiyerinin TY ve

indiiksiyon siiresinin 4 saat oldugu belirlendi.
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Cizelge 3.1. rVapA proteininin miktar iizerinde farkli besiyeri ve stirelerin etkileri

Siire 90 dk 120dk 180 dk 240 dk
Besiyeri |

LB 0,5 mg/l 0,6 mg/I 2,1 mg/l 4,1 mg/l
B 0,8 mg/l 1 mg/l 2,7 mg/l 5,2 mg/l
2YT 0,8mg/I 1,4 mg/l 3mgl/l 6,2 mg/l
SB 1 mg/l 2,5 mg/l 4,2 mg/l 8,8 mg/l
TY 0,9 mg/l 2,8 mg/l 5,4 mg/l 9,6 mg/l
BLANK 0,3 mg/l 0,3mgl/l 0,3 mg/l 0,3 mg/l

LB; Luria bertani, TB; Terrific Broth, 2YT; 2 Yeast tripton, SB; Super Broth, TB;Tripton
yeast
3.4.2. Ni-NTA Kolon ile Protein Saflastirilmasi

Saflagtirma sonrasi Olgiilen rVapA proteinin 40 pg/ml miktarinda oldugu
belirlendi.

3.4.3. SUMO Proteaz Enzim ile Kesim

Yaklagik 28 kDa rekombinant VapA proteini SUMO proteaz enzimiyle
kesilerek 11 kDa agirliginda olan SUMO proteininden ayrildi. Kesim islemi sonrasi
dogrulama amaciyla SDS-PAGE yapilarak 17 kDa agirlhiginda VapA proteini
gozlendi (Sekil 3.8).

66



Sekil 3.8. Saflastirilan VapA proteinine ait SDS-PAGE
goruntisu

3.5. Protein Konsantrasyonu Ol¢iimii ve Sterilite Kontrolii

dVapA ve rVapA proteinlerinin konsantrasyonu yapildiktan sonra protein
miktarlarinin sirastyla 52 mg/ml ve 66 mg/ml oldugu belirlendi. Proteinlerin sterilite
kontrolleri yapildiktan sonra antijenlerin miktarlar1 bir doz agida 0.1 mg/ml olarak
ayarlandi1 (Lopez ve ark 2003). Aday asilarin kontrolleri sonucunda steril olduklari

gozlendi.
3.6. Rekombinant VapA Proteininin Iimmun Yamti
3.6.1. Seropotens Gruplari

Seropotens grubu farelerin serum Orneklerindeki antikor miktarlarinin
Olclilmesi icin c¢alismada standardize edilerek gelistirilen ELISA’nin kaplamada
kullanilan antijen miktarinin 10 pg/ml, serum sulandirmasinin ise 1/ 200 oldugu
belirlendi. rVapA antijeni ile kaplanan ELISA i¢in OD 0,18; dVapA jeni ile kaplanan
ELISA i¢in OD 0,199 negatif esik degerleri olarak hesaplandi ve sonuglar ¢izelgede
verildi (Cizelge 3.2) (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.2. ELISA sonuglaria gore fare serumlarindaki antikor varliginin belirlenmesi

Kaplanan | Grup — | PGA IMS 3012
Antijen
! Kontrol | rVapA dVapA rvapA dVapA

dVapA | 0,012 0,756+0,00163 | 0,727+0,00122 | 0,719+0,00163 | 0,612+0,001

rvVapA | 0,015 0,759+0,00156 | 0,643+0,00118 | 0,688+0,00166 | 0,598+0,001

dvapA, rVapA antijenleri ile ¢apraz ELISA; Kontrol Grubu (n=6), PetGel A+ rVapA
(n=6), PetGel A+ dVapA (n=6), IMS 3012+ rVapA, IMS 3012 + rVapA, +strandart sapma
degerleri

T testi analiz sonuglarina gore, ELISA sonuglarina gore fare serumlarindaki
antikor varligimin belirlenmesinde PetGel A+rVapA, PetGel A+dVapA, IMS
3012+rVapA, IMS3012+dVapA as1 gruplarinin kontrol grubu ile karsilastirilmasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0,01). Bu
karsilastirmalarda as1 gruplarinin kontrol grubundan anlamli derecede daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. As1 gruplart igerisinde PetGel A+rVapA ortalamalari diger
gruplara gore en yiiksek; dVapA+r IMS 3012 ortalamalarinin en diisiik ortalama
oldugu belirlendi (0,756; 0,759; 0,612, 0,598). rVapA ve dVapA ile yapilan ¢apraz
ELISA testleri sonucunda her iki antijen arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadigi goriilmistiir (P>0,01).

Cizelge 3.3. ELISA testi sonuglar1 sutun grafigi

08

07
0,6
05
04
0.3 1 m rvanA
02 1 " dvapA
0,1 1

Kontrol Grubu (n=6), PetGel A+ rVapA (n=6), PetGel A+
dVapA (n=6), IMS 3012+ rVapA, IMS 3012 + rVapA

r
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3.6.2. Kisraklardan Alinan Serum Ornekleri ELISA Sonuclar

ve dogum sonrasi alinan serum Ornekleriyle yapilan ELISA OD sonug ortalamalari

Gebeliklerinin 7. 8. ve 9. ayinda Bakterin+Vap A+IMS 3012 asisiyla agilama

Cizelge 3.4’ te verilmistir.

Cizelge 3.4. ELISA sonuclarina gore kisrak serumlarindaki antikor varligi

Gruplar 1. Asilama 2.As1llama 3.Asillama Dogum
Kaplanan

Antijen— | dVapA | rVapA | dVapA rvapA dVapA |rVapA | dVapA | rVapA
1 0,695 0,785 0,855 0,901 0,966 1,112 11,024 |1,112
2 0,772 0,785 1,287 1,223 1,456 1,523 1,298 |1,296
3 0,715 0,733 0,898 0,912 0,986 1,202 2,122 |2,136
4 1,054 1,075 1,785 1,814 1,896 1,922 (2,096 |2,123
5 0,896 0,898 0,996 1,112 1,156 1,256 |1,454 |1,456
6 0,913 0,916 1,236 1,238 1,544 1,656 1,926 |1,955
7 0,968 0,966 0,968 0,978 1,757 1,823 1,988 |2,021
8 0,668 0,668 0,872 0,886 1,298 1,312 1,723 |1,726
9 0,622 0,674 0,894 0,896 1,126 1,155 [1,612 |1,744
10 1,114 1,282 1,244 1,258 1,912 1,978 1,966 |2,23
11 0,856 0,897 0,976 0,998 1,756 1,75 1,987 [1,981
12 0,892 0,843 0,988 1,012 1,124 1,156 1,256 |1,312
13 0,866 0,872 0,974 1,006 1,578 1586 [1,896 |1,902
14 0,756 0,755 1,273 1,324 1,713 1,726 |1,856 1,869
15 0,622 0,623 0,933 0,946 1,89 1,902 | 1912 | 1,926
16 0,956 0,923 1,342 1,354 1,356 1,369 | 1,389 | 15512
Ort 0,835 0,856 1,08325 |1,10233 1,47 1527 1,719 |1,769

dvapA, rVapA antijenleri ile ¢apraz ELISA; 1. Asilama (n=16); IMS 3012+ dVapA gebeligin 7.
Ay, 2. Asilama (n=16); IMS 3012+ dVapA gebeligin 8. Ayi, 3. Asilama (n=16); IMS 3012+
dVapA gebeligin 8. Ay1, Dogum (n=16); Kisraklardan dogum sonrasi alinan serum &rnekleri, Ort;
Ortalama OD degerleri, negatif kontrol ort; dVapA 0,21; rVapA 0,18

sonrast grubu serum oOneklerinde ELISA sonuglarmma gére dVapA ve rVapA
antijenleri ile kaplanmasi arasinda istatistiksel bir farklilik belirlenememistir

(p>0,01). Negatif kontrol ortalamasina gore tiim asili gruplarda fark istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,01).

T testi analiz sonucuna gore; 1. Asilama, 2. Asilama, 3. Asilama ve dogum
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3.6.3. Celin¢ Gruplar:

Celing grubu farelerinin i¢ organlarinin mikrobiyolojik ekimlerinde; IMS

3012 ile kombine edilen dVapA as1 grubunda 3 adet farenin enjeksiyon yerinde

nekroz ve 2 adet farenin karacigerinden, 1 adet farenin akcigerinden, rVapA asi

grubunda 1 adet farenin enjeksiyon yerinde nekroz ve 1 adet farenin bobreginden, 1

adet farenin dalagindan; PetGel A ile kombine edilen dVapA as1 grubundan, 1 adet

farenin akcigerinden, 2 adet farenin karacigerinden ve rVapA asi1 grubundan 1 adet

farenin karacigerinden geri izolasyon yapilirken asilanan gruptaki diger farelerde

organlarda degisim ve nekroz gozlenmedi (Sekil 3.9). Her iki adjuvant ile asilanan

higbir grupta enjeksiyon yerinde yara ve iltihap gozlenmedi. As1 kontrol grubunda
ise 5 adet farede hastalik ve 6liim belirlendi (Cizelge 3.4) (Cizelge 3.5) (Sekil 3.10).

Cizelge 3.5. Celing Yapilan Asil1 Farelerde i¢ Organlarin Mikrobiyolojik Sonuglar

IMS 3012 PetGelA
I¢
Organlar | Kontrol dVapA+IMS rvVapA+IMS rVapA+PGA | dVapA+PGA
Kalp 2/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Akciger 5/6 1/6 0/6 0/6 0/6
Dalak 4/6 0/6 0/6 0/6 0/6
Bobrek 416 0/6 1/6 0/6 1/6
Karaciger | 5/6 2/6 1/6 1/6 2/6
Toplam 20/30 3/30 2/30 1/30 3/30

Kontrol Grubu (n=6), PetGel A+ rVapA (n=6), PetGel A+ dVapA (n=6), IMS 3012+ rVapA, IMS
3012 + rVapA asilar ile asilama sonrasi ¢eling yapilan farelerin i¢ organlarindan R.equi geri
1zolasyon sayilari
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Cizelge 3.6. Asili farelerde R. equi ile Celing Sonras1 Hastalik ve Oliim Oranlar

IMS 3012 PetGelA
Asi tipleri | Kontrol | dVapA+IMS | rVapA+IMS | rVapA+PGA | dVapA+PGA
Morbitide | 5/6 2/6 2/6 1/6 2/6
Mortalite | 5/6 0/6 0/6 0/6 0/6

Kontrol Grubu (n=6), PetGel A+ rVapA (n=6), PetGel A+ dVapA (n=6), IMS 3012+ rVapA, IMS
3012 + rVapA asilar ile asilama sonrasi ¢eling yapilan farelerin 6liim sayilar1 (Olen sayisy/Toplam

say1)

71




Sekil 3.9. rVapA+ PetGel A ile asili farenin i¢ organlari, asili gruptaki bir
farenin i¢ organlarinin normal goriiniimii.

/
&

Sekil 3.10. Kontrol grubu farenin i¢ organlarinin  goriiniimii;
enfeksiyondan dolay1 i¢ organlarda biiyiime ve ok ile gosterilen kismlarda
apse olusumu.
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4.  TARTISMA

R. equi ozellikle neonatal donemdeki taylara fekal-oral-solunum yollar ile
bulasarak ciddi pndmoni vakalarina neden olmaktadir (Prescott 1987, Giguére ve ark
2011). Enfeksiyon taylarda genellikle sporadik ya da endemik olarak seyretmektedir
(Prescott 1987, Knottenbelt 1993, Takai ve ark 1997). R. equi’ nin enfekte taylarda
yaklasik % 3 ile % 17 arasinda mortalite (Prescott 1987) ve % 80 oraninda morbidite
ile seyrettigi bildirilmektedir (Ishino ve ark 1992, Takai ve ark 1995). Ayrica,
enfeksiyonun enzootik olarak seyretmedigi haralarda etkenin teshisi zor

yapilmaktadir (Giguére ve Prescott 1997).

Taylarda R.equi enfeksiyonundan korumak amaciyla bir¢ok kontrol stratejisi
uygulanmasina ragmen tam olarak basar1 saglanamamaktadir. Tedavi amaciyla
rifampin ve eritromisin gibi antibiyotikler kullanilmasina ragmen etkenin hiicre i¢i
tiremesi nedeniyle terapotik etkileri tutarsizdir. Uzun siireli antibiyotik tedavisi
gerekmesi nedeniyle hem yiiksek maliyetlere neden olmakta hem de direngli

R.equi’lerin gelismesi gibi potansiyel riskler olusturmaktadir (Erganis ve ark 2017).

R. equi enfeksiyonunun safkan damizliklarinda goriilmesi durumunda agir
ekonomik kayiplara ve iyilesen yarig atlarinda ise kalici akciger hasarmin ortaya
¢ikmasindan dolay1 atlarin yaris performanslarinda da diisiise neden olmaktadir (Gay
ve ark 1981, Ainsworth ve ark 1993, Christley ve Hodgson 1994). Ulkemizde son
yillarda atlarda goriilen enfeksiyonlar ile ilgili caligmalar yapilmaya devam
edilmekle (Ozgur ve ark 2000) birlikte yaygin ve bulasici olan hastaligin kontroliinde
astlama 6nemli hale gelmektedir (Erganis ve ark 2014, Erganis ve ark 2015).

4.1. rVapA Proteinin Sentezlenmesi ve Degerlendirilmesi

Bu calismada NCBI gen bankasindaki referans susun VapA genine ait dizi
analizi ve rVapA nin diziliminin %99.4 oraninda benzer oldugu belirlenmesine
karsin 90. ve 530. bazlardaki farkliligin; ¢alismada kullanilan R. equi’nin sahadan
izole edilmesi, kullanilan taq polimeraz enzimine bagli mutasyondan veya sekans
acilimina yonelik kullanilan programlardan olabilecegi disiiniildi. DNA dizin
analizinde farklilik olmasina ragmen amino asit diziliminin %100 uyumlu olmasi, bu
durumun aminoasit sentezinde bir degisiklige yol agmadigi ve protein yapisini

etkilemedigi kanaatine varildi.
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Tripathi ve ark (2009), E.coli tarafindan sentezlenen rDME (rekombinant
dengue multiepitop protein ) liretmek amaciyla LB, TB, SB, M9 minimal salt (M9), 5
kat Luria Bertani besiyeri (5X LB), TY ve GE (glucose-enriched) besiyerleri
kullanmis olup kiiltiirler OD600 degerine ayarlandiktan sonra final konsantrasyon
olacak sekilde 0.5 mM IPTG eklenip 4 saat 37 °C’ de inkube etmislerdir. TY
besiyerinde yaklasik 21.65 mg/l oraninda yiiksek protein miktar1 elde edilmesine
karsin SB ve TB sirastyla 17.32 mg/L ve 16.53 mg/L LB besiyerinde ise 10.37 mg/L
ile en az miktarda protein tiretmistir. Ren ve ark (2009), rHcer (kemokin reseptor)
proteini LB, TB ve 2YT besiyerleri arasinda TB ile en yiiksek protein elde edildigini
bildirmislerdir. Berrow ve ark (2006), farkli rekombinant proteinler i¢in SB, TB ve
2YT besiyerleri ile BL21 (DE3) -pLysS, Rosetta (DE3) -pLysS, Origami (DE3) -
pLysS, C41 (DE3) -pLysSRARE bakterileri kompetan olarak kullanilmis olup final
IPTG konsantrasyonu 0.5 mM vel.0 mM olacak sekilde denemeler gesitli siirelerde
yapilmistir. Yapilan dot blot testi degerlendirmelerine gore farkli hiicrelerde farkli
miktarlarda protein sentezi elde edilmesine ragmen TB ve 2YT besiyerlerinde en
yiiksek protein sentezinin oldugu bildirilmektedir. Oliveira ve ark (2007), Salmonella
tarafindan sentezlenen VapA proteininin sentezlenmesi i¢in yalnizca LB besiyeri
kullanilmigtir. Lopez ve ark (2003) pTrcHisA vektorii kullanilarak E. coli tarafindan
sentezlenen VapA proteininin  sentezlenmesinde yalnizca BHI  besiyeri
kullanmiglardir. Sakmanoglu ve Erganis (2014) tarafindan ¢6ziiniir rekombinant PLD
enziminin iretimi ile ilgili yapilan ¢alismada; LB, TY, TB, 2TB, 2TY, 2YT, BHI,
SB, Triptic Soy Broth, Nutrient Broth ve Todd Hewit Broth siv1 besiyerlerinde IPTG
final konsantrasyonu oran1 0.1 M olacak sekilde ayarlandiktan sonra farkli indiikleme
stireleri denenmig olup iiretim i¢in en verimli besiyerinin TY ve en uygun uyarim

stiresinin ise 180 dakika oldugu bildirilmistir.

Bu calismada LB besiyerinin diger besiyerlerine gore; rekombinant protein
sentezinde yetersiz kalmasi diger calismalarla uyumlu bulundu. Tripathi ve ark
(2009) caligmalarina uygun olarak TY besiyerinde en yiiksek miktarda ve ayni
stirelerde maksimum protein miktarina ulasilacag:1 gézlendi. Besiyeri denemeleri ile
ilgili yapilan c¢alismalarla karsilagtirildiginda farkli rekombinant proteinlerin
tretiminde farkli besiyeri kompozisyonlarinin, IPTG oranlarinin, indiiksiyon
stirelerinin etkili oldugu ve siipernatantta bulunan proteinlerin ultra filtrasyon

yontemi ile konsantre edilerek yogunlugunun arttirilmasinin uygun olacagi belirlendi
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Lopez ve ark (2003) ile Oliveira ve ark (2007) tarafindan yapilan g¢alismalardan
farkli olarak rVapA proteini i¢in ilk kez farkli besiyeri kullanildi ve TY besiyeri ile
en yiiksek protein elde edildi.

4.2. Humoral Bagisikhigin Degerlendirilmesi

Teshis metodlarinin hem sensitivitesinin (minimum yanlis negatif sonug) hem
de spesifitesinin (minimum yanlig pozitif sonug) yiiksek olmasi idealdir. Fakat ayni
anda hem spesifitesi hem de sensitivitesi yiiksek testler ¢ok fazla bulunmamaktadir.
Viriilent yada aviriilent R. equi’nin toprakta ve ¢evrede bulunmasi olan maruziyet
serolojik testlerin teshis amaciyla kullanimini sinirlandirmaktadir. Endemik olarak
bakterinin bulundugu c¢iftliklerde maruziyet fazla olmasina ragmen immunolojk yanit
farkliliklar gostermektedir. Humoral yanitin diizeyiyle klinik hastaligin gelismesi
arasinda tam olarak iliskisi tespit edilememistir. R. equi enfeksiyonun serolojik
teshisinde agar gel immunodiffusion (AGID) (Hietala ve ark 1985, Selon ve ark
2001, Martens ve ark 2002) Sinerjistik hemoliz inhibisyon (SHI) (Martens ve ark
2002) ve ELISA testleri kullanilmigtir. ELISA digerlerinden daha duyarli ve en ¢ok

kullanilan yontemdir.

Bakterin antijenlerle kapli ELISA ile serolojik olarak hayvan tanisina yonelik
calismalarda (Hietala ve ark 1985, Takai 1985, Prescott ve ark. 1996, Higuchi ve ark
1997, Martens ve ark. 2002, Giguere ve ark. 2003, Hooper-McGrevy ve ark. 2005)
klinik durum ile serolojik sonuglarin uyumlu olmadig1 baska bir ifadeyle sonuglarin
giivenilir olmadigi bildirilmektedir. VapA’ya 0zgii antikorlar1 tespit edebilen
testlerin, hastaligin daha 1yi gostergesi olabildigini destekleyen sonuglar
bulunmaktadir (Kanaly ve ark 1995, Hooper-McGrevy ve ark 2003). Martens ve ark
(2002) tarafindan, spesifitesi yiiksek olan bir testin uygulanmasinin, pnémonili
taylarda R. equi teshisinde, enfeksiyon olmayan taylarda yanlis tedavi uygulanmasini
onlemek amaciyla olduk¢a 6nem arz ettigi bildirilmektedir. Giguere ve ark (1999) ise
VapA proteinine sahip suslarin makrofajlarda uzun siire canli kalabildigi ve bu
proteinin taylarda hastalik tablosuna neden oldugunu belirterek, sensitivitesiyiiksek
bir testin enfekte hayvanlarin gozden kacirilmasini engellenecegini bildirmistir.
Witkowski ve ark (2012), tiim hiicre antijeni ile kaplanan pleytler ile etkenin varlig
teshis edilmesine ragmen R. equi’nin enfeksiyona neden olup olmadiginin

belirlenmesinde yetersiz kaldig1 belirtilmektedir. Attili ve ark (2006) ile Tel ve ark
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(2011) tarafindan, R. equi tiim hiicresi ile kaplanan ELISA testi ile dogal R. equi
enfeksiyonlarmin farkli oranlarda seropozitif olarak belirlediklerini ifade
edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda uygulanan R. equi ELISA yontemlerinde viriilent
ve avirlilent R.equi suslarinin tiim hiicre ve Vap A ekstraksiyonlar1 antijen olarak
kullanilmistir (Hietala ve ark 1985, Takai 1985, Prescott ve ark 1996, Higuchi ve ark
1997, Martens ve ark 2002, Giguere ve ark 2003, Hooper-McGrevy ve ark 2005).

Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalarda (Martens ve ark 2002, Giguere ve ark
2003) testlerin sensitivite ve spesifiteleri konusunda 6nem verilmis fakat tam olarak
standart bir yontem bulunanamistir. Ozgiir ve ark. (2002) R. equi ATCC 6939
susunun antijen olarak kullanildigi ELISA ile 454 tay serumunun 209’ unda
seropozitiflik gozlemlemislerdir. Seropozitif taylarin %60’mnda klinik belirti tespit
ederken, %40 ’inda klinik belirti goériilmedigini bildirmislerdir. Ayni antijenle
hazirlanan daha genis kapsamli bir seroepidemiyolojik ¢alismada ise 696 atin 103
(%14.33)’ii pozitif bulunmustur. Sénmez ve ark (2011) ile Ozgiir ve ark (2002)
ELISA yontemi ile klinik belirti gosteren ve gostermeyen taylarda olusan serolojik
cevap orani arasinda dnemli bir fark olmadigini bildirmislerdir. Bu bulgular Higuchi
ve ark. (1997)’nin bulgulartyla uyumlu olup pnémonili taylarin sadece %40’inda
seropozitiflik tespit etmislerdir. Prescott ve ark. (1996) da VapA antijenini
kullanarak yapilan ELISA testiyle; yine VapA ile immunize edilen bazi taylarin
hastaliktan 6len taylardan daha diisiik titrelere sahip olabildigine dikkat ¢ekmislerdir.

Bu bulgular bireysel olarak olduk¢a degisken immun cevabi dogrulamaktadir.

R. equi asist ile asilanan kisraklardan alinan serum Orneklerindeki antikor
varliginin teshisinde antijen olarak VapA’ nin kullanilmasinin uygunlugu ve ELISA
testinin spesifitesi ile sensitivitesini etkileyen en dnemli faktoriin VapA’ nin piirifiye
edilmesinin 6nemli oldugu bildirilmektedir (Temimhan ve Hadimli 2018). Bu
nedenlerle, teshiste hedeflenen spesifite ve sensitivitesi igin rekombinant protein ve
saflagtirilmis dogal proteinlerin serolojik testlerde kullanilmasi 6nemlidir. Protein
temelli ELISA'da, subunit protein kullaniminin daha giivenilir sonuglar verdigi ve bu
protein ile kapl pleytlerin raf émriiniin daha uzun oldugu rapor edilmistir (Vannuffel
ve ark 1994, Norton ve ark 1996).

Bu calismada immunize edilen kisraklarda olusan antikorlarin 6l¢iilmesi i¢in

ELISA testi uygulandi. rVapA ve dVapA antijenlerinin kullanilmasiyla kisraklarin
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agilamaya yiiksek titrelerde cevap olusturmalart ve asilama oncesi titrelere gore
artiglarin tespit edilmesi kullanilan ELISA yonteminin kisraklardaki serolojik
cevabin Olgiilmesinde giivenle kullanilabilecegini gostermektedir. Bunun yanisira
dVapA ile rVapA arasindaki OD degerlerinin benzer sonuglarda olmasi, istatistiki
olarak fark belirlenememesi (p>0,01) rVapA’nin ekstrakte edilmis dVapA yerine
antijen olarak kullanilabilecegini gozlenmistir. Bir enfeksiyonun teshisinde
mikroorganizmaya karst olusan antikorlar1 tespit etmede uygun antijen se¢imi
olduk¢a onemlidir. Takai ve ark (1985), R. equi i¢in ELISA testini gelistirirken
purifikasyon, 1s1 ile muamele ve cesitli ekstraksiyon metotlarin1 karsilastirarak en
uygun antijenin Tween 20 ile par¢alanan VapA negatif ATCC 6939 susu oldugunu
belirlemislerdir. Takai ve ark (1991). Daha sonraki yillarda viriilens proteini olan
VapA tanimlanarak VapA pozitif ATCC 33701 susu ile hazirlanan tiim hiicre ve
VapA antijenleri; VapA negatif ATCC 6939 hazirlanan tiim hiicre antijenleri
karsilagtiritlmis; VapA antijeni ile daha yiiksek titreler olusurken, bunu tiim hiicre
antijeni takip etmis; ATCC 6939 antijeni ile elde edilen titreler ise daha diisiik
bulunmustur. Marten ve ark (2002) ise bu iki antijenin de sensitivite ve
spesifitelerinin benzer oldugunu ve her ikisinin de taylarda hastaligin teshisi igin
uygun olmadigini bildirmiglerdir. Giguere ve ark. (2003) bu 2 antijen temelli
serolojik testlerin sonuglar1 arasinda fark bulamamislardir. Hastaligin endemik
oldugu ciftliklerde izole edilen R. equi suslarinin genellikle VapA’ y1 kodlayan
plazmide sahip olan viriilent suslar oldugu bildirilmistir(Takai ve ark. 1994). Vap
proteinleri immunojenik olmasina ragmen VapA ve salgisal VapC’nin ergin at ve
taylarda en yiiksek antikor cevabina neden olduklari gésterilmistir (Hooper-McGrevy
ve ark 2003, Jacks ve ark 2007). R. equi enfeksiyonu i¢in hasta ve klinik olarak
saglikli taylar ile yetigkin atlarda olusan immun yanitin farkliliklarini belirleyebilmek
amaciyla birgok calisma yapilmaktadir. Farkli antijenlerle hazirlanan bir¢ok ELISA

testi kullanilmasina ragmen tam olarak standart bir metod bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada daha Once yapilan calismalar 1siginda bir ELISA testi
gelistirildi ve farelerde ve kisraklarda asilama sonrasi antikorlarin Olc¢lilmesinde
kullanildi. Yapilan ELISA sonuglarma gore ise; rVapA ve dVapA proteinlerinin
ELISA test sonuclarina gore, her iki antijenin de test antijeni olarak kullanilmasinin
giivenilir oldugu diisliniildii. dVapA ve rVapA’nin antijenik benzerligini ve agidaki

roliinii saptayabilmek icin yapilan ¢apraz antijen uygulamasina gore as1 antijeninin
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test antijeni olarak kullaniminda daha giivenilir sonuglar alinacagi belirlendi.
DVapA’nin saf olarak bakteri siipernatantindan elde edilmesinin zor olmasindan
dolay1 konsantre rVapA’ nin test antijeni olarak kullaniminin enfeksiyonun varliginin
tespitinde istiinliik saglayabilecegi diistiniildii. Bu nedenle R. equi enfeksiyonunun
teshisi i¢in rVapA ile yapilan ELISA’nin; nispeten ucuz, kolay, hassas ve spesifik

rutin bir test olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirlendi.
4.3. As1 Calismalan

R. equi enfeksiyonundan korunmak i¢in gelistirilen asilarin etkinligi
degiskenlik gostermektedir. Taylarda canli as1 uygulamasi ile {imit verici sonuglar
elde edilmistir (Chirino-Trejo ve ark 1987, Hooper-McGrevy ve ark 2005, Erganis ve
ark 2012). Ancak kuvvetli bir immun yanit olusturmasina ragmen enfeksiyona ve
cevresel kontaminasyona neden olmasindan dolayi viriilent R. equi’nin canli as1
olarak kullanilmasi sakincali olarak goriilmektedir (Hooper-McGrevy ve ark 2001,
Van der Geize ve ark 2011).

Inaktif bakterin asis1 ve Al(OH)3 adjuvant: ile kombinlenen asinin kasici yolla
uygulanmasinin taylarda gelinca karsi koruyucu olmadigi bildirilmekte(Chirino-
Trejo ve ark 1987, Prescott ve ark 1979) fakat yapilan bu ¢alismalar AI(OH)s kasigi
yolla uygulanmadigindan dolay1 hatali sonucglara neden olmaktadir (Erganis ve ark
2012). Her iki ¢alismada da asilamanin derialt1 yolla uygulamasi gereken dozlarda
kas i¢i yolla kullanmalarinin dezavantaj oldugu ayrica AI(OH)3 adjuvantinin kas igi
yolla uygulamasinin uygun olmadigi, lokal reaksiyonlardan dolayi asi antijeninin
emiliminin  6nlendigi ve bu c¢alismalarin olumsuz kanaate neden oldugu

diistiniilmektedir (Erganis ve ark 2012).

Etkili bir as1 gelistirmek amaciyla tayin kazanilmis bagisiklik sistemini
simirlayan faktorleri asabilen as1 antijenleri ve adjuvantlar1 hedeflenmelidir.
Antijenlerin Th (CD4+) ve Ts (CD8+) lere sunulmasini ve sitokin ekspresyonlarini
arttirmas1 gerekmektedir (Erganis ve ark 2012). Taylarda neonatal dénemde
bagisikligi gelismemis olmast nedeniyle immunizasyon basarisiz olarak goriilmesine
(Giguere ve ark) ragmen bazi arastirmacilar (Ashour ve Hondalus, 2003, Hooper-
McGrevy ve ark 2005, Pei ve ark 2007, Oliveira ve ark 2007, Lopez ve ark, 2008)
R.equi asilarini taylarda ve farelerde arastirmistir. Hooper-McGrevy ve ark (2005),
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oral yolla viriillent R.equi 1x10°® cfu/ ml birer hafta arayla 3 kez asilanarak dogal
engellerin agilarak bagisiklik sisteminin uyarildigim1 fakat R.equi’nin oral
verilmesinin  ¢evresel kontaminasyon nedeniyle uygulanabilir olmadigini
belirtmektedirler. Pei ve ark (2007), 1 haftalik 5 taya rekombinant choE-marked icl
mutant R.equi 103+ susunu 5x10” cfu/ml intratrakeal yolla vererek immunize ettikten
2 hafta sonra viriilent R.equi 103+ susu ile ayni1 yolla ¢eling yapmislardir. Calismada
kontrol olarak 1 tay kullanilmis ve ¢eling sonrasi Otenazi ile akcigerden geri
izolasyon yapilmistir. Sonuglara gore 3 tayda koruma saglanirken 2 tayda koruma
saglamadig1 gozlenmis ve bu durumun genetik predipozisyondan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir. Lopez ve ark (2008), tam atteniie riboflavin (-) R.equi as1 aday1 bir
susu, immunkompetent BALB/c farelerde, zararsizlik ve immunojenite yoniinden
caligmalarinda patojen R.equi ¢elincina karsi farelerde koruma sagladigini ve
immunkompromize fareler igin bile zararsiz oldugunu gostermislerdir. Ancak 7- 14
giinliik intrabronsial yolla 5x10’ riboflavin (-) R.equi ile asilandiktan 21 giin sonra
antikor tespit edilmesine ragmen patojen R. equi ile ¢elinca karsi korumadigini

bildirmislerdir.

R. equi’nin konak¢i makrofajlarinda replikasyonunda onemli bir viriilens
faktori VapA olup son yillarda R. equi' nin 6nlenmesi amaciyla VapA temelli asilar
gelistirilmektedir (Jain ve ark 2003). VapA proteininin taylarda R. equi
enfeksiyonlarma karst koruyucu bagisiklikta rol oynayan onemli bir antijen
olabilecegine dair kanitlar bulunmaktadir. Bu nedenle bazi arastirmacilar R. equi’ ye
kars1 Vap A protein asilarinin gelistirilmesine katki saglamiglardir. Vanniasinkam ve
ark (2005), Vap A genini pIMVS-Re3 vektore aktardiklari antijen ile hazirlanan asi
ile intramuskular yolla asiladiklar1 BALB/ ¢ ve C57BL/6 farelerinde R. equi VapA
asisi ile agilanan BALB/C farelerinde yiiksek antikor yaniti; C57BL/6 farelerinde ise
diisiik antikor yaniti olustugunu belirlemistir. Fakat bununla birlikte ¢eling
grubundaki farelerde 1 x 10" bakteri / ml viriilent R. equi enjekte edildiginde koruma
gozlenmemistir. VapA asis1 yanisira (Haghighi ve Prescott 2005; Vanniasinkam ve
ark 2005), VapA dan bagka 1s1 sok protein GroEL2 (Vanniasinkam ve ark 2003)
tizerinde fare etkinlik ¢caligmalar1 yapilmistir. VapA, VapD, VapF ve VapG peptidleri
gibi potansiyel as1 adaylar iizerinde de g¢alismalar yapilmis (Taouji ve ark 2004,
Cauchard ve ark 2006), farelerde yetiskin kisrak ve taylarda Thl, Th2 yanitini
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arttirdig1 gosterilmistir. Ancak, saha etkinlik, dogal ve deneysel tay ¢eling denemeleri

yapilmamigtir.

Aviriilent R. equi suslarminn yeterli bagisiklik olusturmadigi bildirilmesine
ragmen Fernandez ve ark (1997) VapA antijeni ve Triton X-114 adjuvanti ile
asilanmig atlardan elde edilen serumlar ile BALB/ ¢ farelerinin R. equi ile
intraperitoneal enfeksiyondan tamamen korudugu bildirilmistir. CD1 fare modelinde
ise VapA antijeninin adjuvant olmadan kullanilmasi durumunda, immun sistemin
etkili sekilde uyarildigir ve koruyuculugunun oldugu belirtilmistir (Prescott ve ark
1997). Erganis ve ark (2015), bakterin, VapA, IMS 3012 adjuvanti ile formiile edilen
asinin sadece bakterin ve IMS adjuvanti bulunan as1 ile asilanmis farelere gore

antikor titrelerinin daha erken yiikselmeye basladigi bildirilmistir.

Oliveira ve ark (2007), VapA gen bolgesinin aktarildigi Salmonella
Typhimurium bakterisi ile hazirlanan 14 giin arayla 1 x 107 bakteri / ml intragastrik
yolla iki kez asilanan farelere, son asilamadan 2 hafta sonra R. equi ¢eling denemesi
yapilmistir ve farelerin lenfoid doku homojenatlarinda IL-12 seviyesi yiikselmistir.
Ayrica asilanan farelerde 6liim olmazken asilanmamis farelerde ciddi yangi ve

nekroz ile birlikte tiimiinde 6lim gozlendigi bildirilmistir.

R. equi siipernatantin yetiskin atlara verilmesiyle, bu proteinlerin viriilent R.
equi’ye karsi koruyuculugunun Thl saliniminin artisiyla oldugu gozlenmistir (Kohler
ve ark 2003). Giiler ve ark (2004) Vap A pozitif R.equi Al(OH)3 adjuvanti ile
kombine edilen asiyla gebe kisraklar1 dogumdan once 45. ve 15. giinlerde deri alti
yolla 2 kez asilayarak sonrasinda elde edilen plazma ile hiperimmunizasyon
uygulamiglardir. Asilanan ve hiperimmunize edilen atlarda yiiksek diizeyde antikor

olustugunu bildirmislerdir.

Cauchard ve ark (2004) bakterin as1 ile VapA+ IMS3012 formulasyonu ile
hazirladiklar1 asiy1 karsilastirarak, asilanan gebe kisrak serumlarinda ve taylarinda
yiksek titrelerde IgG sentezlettirdigini, asili kisraklarin taylarinda R.equi
enfeksiyonu goriilmedigi ve asisiz 15 kisrak tayindan 4’{inde (% 26 sinda) (P = 0.02)

R.equi pndmonisi gelistigini bildirmislerdir.

Bu galismada farelerin dort farkli aday as1 ile asilanmasi sonrasinda ortaya

cikan sonuglara gore, calismada kullanilan tiim aday asilarin hem antikor cevabi hem
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de geri izolasyon ve Oliim oranlarina gore koruyucu oldugu gozlendi. ELISA
sonuclarina gore yiiksek antikor sonuglarina sahip gruplarin ¢eling denemelerinde de
orantili olarak sonug¢ verdigi belirlendi. rVapA+PGA grubunda 1 organda geri
izolasyon, rVapA+IMS grubunda 2 organda geri izolasyon; dVapA gruplarinda ise
3’er organda geri izolasyon goézlendi ve 6liim ger¢eklesmedi. Kontrol grubunda ise
20 organda geri izolasyon elde edildi ve 5 farede oliim gozlendi. Bu bulgularla
birlikte degerlendirildignde ELISA sonuglarinda da 0.759 ile en yiiksek antikor
ortalamasina sahip as1 grubu olan rVapA+PGA grubunda organlardan R. equi geri
izolasyonunun oranmin disiik oldugu; antikorun olusmadigi kontrol grubunda ise
yiksek oranda geri izolasyon ve olim olustugu gozlendi. rVapA ve dVapA
antijenleri ile hazirlanan asilarla asili seropotens grubu farelerinden alinan serum
orneklerine uygulanan ELISA sonucunda belirlenen negatif esik degerlerine gore
asilanan tiim gruplarda antikor yanitin gelistigi gozlendi. Tiim asili gruplarda kontrol
grubuna kiyasla fark p<0,01 istatistiki ag¢idan anlamli olarak goézlendi, rVapA ile
dVapA’nin as1 kombinasyonu etkinlikleri karsilastirildiginda; rVapA as1 gruplarinin
immun sistemi benzer sekilde uyardigi kanaatine varildi. Buna ragmen diger
agilardan elde edilen sonuglar kiyaslandiginda (Tablo 3.5, Tablo 3.6) R. equi
enfeksiyonunun olusumunun engellenmesinde rVapA+ PetGel A asinin nispeten

daha etkili oldugu diisiiniildi.

Ast formiilasyonlar1 igin antijene karsi adoptif immun yaniti arttirma
amaciyla uygun adjuvant kullanimi 6nemlidir. Bu nedenle izole edilmis antijenlerden
olusan yeni alt linite asilarinin gelistirilmesinde adjuvant se¢imi olduk¢a onemlidir
(Pashine ve ark 2005). Bununla birlikte adjuvantin etkisi, genellikle adjuvant ve
antijenin etkilesimlerine baglidir. Adjuvantin gilivenligi ve verimliligi kullanilan
astya gore degisebilmektedir (Cauchard ve ark 2004, Taouji ve ark 2004).
Adjuvantin etkili olmasinin yanisira adjuvantin yan etkileri de oldukca 6nemlidir. Bu
nedenle aday as1 denemelerinde asmin verimliligi kadar giivenilirligi de
desteklenmelidir (Taouji ve ark 2004, Cauchard ve ark 2014) atlar iizerinde denedigi
R. equi as1 calismalarinda, IMS 3012 ve PetGel A adjuvantlarmin giivenilirlik
testlerinde deri kalinliginda anlamli bir fark olmadigi gozlenmistir. Erganis ve ark
(2017) R. equi (K2002 susu) kullanilarak Montanide IMS 3012 (IMS) ve Montanide
Pet Gel A (PGA) adjuvantlari ile (bakteri + VapA + IMS ve bakteri VapA + PGA)
iki inaktif aday as1 hazirlanmistir. Gebe kisraklar 8. 9. ve 10. aylarda, asilanarak,
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VapA proteini veya R. equi tiim hiicre ile kaplanan ELISA ile antikor titrelerini
belirlemisler ve sonug olarak, PGA adjuvantlanmig R.equi asisinin antikor yanitini
arttirmada IMS'den daha etkili oldugu tespit edildigi bildirilmistir. Calismanin
immunolojik bulgularinda ise her iki adjuvantin da R. equi enfeksiyonuna karsi
olusan bagisiklig1 indiikleyebilecegi fakat PetGel A’nin en iyi immunogii¢clendirme

kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir.

Bu calismada ise asilanan tiim gruplarda antikor yanitin gelistigi ve PetGel A
ile IMS 3012’ nin immun sistemi etkili sekilde uyardigi gozlendi. Tim fare
gruplarinda agilama alaninda yara veya iltihap gézlenmemesi nedenleriyle her iki
adjuvantinda giivenilir oldugu diisliniildii. Buna ilaveten PetGel A ile formiile
edilmis as1 gruplarinda enjeksiyon yerinde nekroz olusmadigi; IMS 3012 ile benzer
seviyelerde immunizasyon olusturdugu yakin antikor seviyelerine sahip olduklari
fakat bu nedenlerle PetGel A’nin IMS 3012’ den nispeten daha istiin oldugu
sonucuna varildi. Dort farkli aday as1 igerisinde en etkili as1 formulasyonunun

rVapA+ PetGel A kombinasyonu oldugu belirlendi.
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5.  SONUC ve ONERILER

1. Saha izolatinin VapA geni ile referans susun VapA geni baz diziliminin %99.4
benzer oldugu, farkliliga baglh olarak protein yapisinin degismedigi ve etkinligini

devam ettirebilmesine engel olmadig,

2. rVapA ile dVapA antijenik yapisinin benzer oldugu, dVapA proteinin yiiksek
etkinlige sahip olmasi ve fazla miktarda {iretilebilmesi i¢in besiyeri ortaminin
zenginlestirilmesinin gerekliligi bulunurken, rVapA sentezinde ekonomik ve uygun

besiyeri ortamina gerek oldugu,

3. Coziinebilir rekombinant protein iiretiminde kullanilan kompetanin etkisinin,
besiyeri bilesiminin, IPTG miktarinin, O, oraninin, ortam 1sisinin, indiikleme
siiresinin 6nemli rol oynadigi ve fazla miktarda iiretilmesi hedeflendiginde bu
durumlarin kritik rol oynadigi, bundan dolayr rVapA proteini i¢in yaygin olarak
kullanilan LB besiyerinden ziyade TY besiyerinin uygun oldugu,

4. rVapA ile hazirlanan asilar ile asilanan farelerde olusan antikor miktarinin dVapA

ile asilanan farelerden benzer seviyede oldugu,

5. Saf olarak elde edilen rVapA antijeni ile kaplanan ELISA sonucuna gore, asinin

immun sistemi uyarim giicli hakkinda daha giivenilir sonuglar elde edildigi,

7. Ast etkinliginin 6l¢iilmesini temel alan testlerde asi antijeninin, test antijeni olarak

kullanilmasinin uygun olacagi,

8. Fare {lizerinde c¢eling denemesi verilerine gore; 4 farkli etkili aday as1

formulasyonunun gelistirildigi,

9. PetGel A ile asilanan farelerde IMS3012’ ye gore olusan antikor miktarinin
nispeten daha yiiksek oldugu,

10. Rekombinant protein ve uygun adjuvant ile hazirlanan as1 ile R. equi

enfeksiyonundan korunabilecegi kanaatine varildi.
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Ek 2.2. Elektroforez tanki

Ek 2.3. SDS- Page sistemi goriiniimii
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Ek 2.5. Ultra fitrasyon sistemi
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Ek 2.7. Farelere itraperitonal R. equi uygulamasi
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Ek 2.8. ELISA testi uygulamasi

Ek 2.9. ELISA okuyucu
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