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OZET

Clostridium tetani Toksoidine Kars1 Tavuk Yumurtasindan Immunoglobulin-Y (IgY)
Uretimi, Saflagtirillmasi ve Serolojik Olarak Spesifikliginin Belirlenmesi

Tetanoz, Clostridium tetani tarafindan iiretilen tetanospazmin (TeNT) noérotoksininin neden
oldugu, insanlar ve birgok hayvan tiirii i¢in yasami tehdit eden bakteriyel bir hastaliktir. Hastaligin
teshisi ve tedavisinde farede tiretilen, kullaniminin homojenlik ve 6zgiilliik gibi ¢esitli avantajlari olan
monoklonal antikorlar kullanir. Buna karsilik, poliklonal antikorlarin, 6zellikle kiimes hayvanlarindan
ekstrakte edilen IgY'nin dikkate deger bir 6zelligi, memeli (IgG) antikorlarindan daha fazla miktarda
elde edilmesidir. Bu tez ¢alismasinda, Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii biinyesinde 2015
yilindan beri 1slah ¢aligmalar yiiriitiilen ve 2020 yilinda T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan irk
tescili yapilan ‘Anadolu-T’ 1kt et¢i tavuklarin saf hatlari kullanilmigtir. Tesadiifi olarak secilen 22
haftalik yastaki tavuklar, C. tetani toksoidi + adjuvant (FCA/FIA) ile gogiis kasindan enjeksiyon yolu
ile immunize edildi ve 4 hafta araliklarla iki hatirlatma enjeksiyonu yapilarak immunizasyon islemi
tamamlandi. Asilama Oncesinde ve 14 giin sonrasinda asilanan hayvanlarin kanat venlerinden kan alind1
ve total antikor titreleri ELISA yontemi ile 6lgiildii. Son bagisiklamadan 14 giin sonra alinan kan
orneklerinin serumlarinda total antikor titreleri en yiiksek seviyeye ulastign goriildii. Immunize edilen
ve edilmeyen tavuklarin yumurtalarindan non-invaziv sekilde PEG (6000) ekstraksiyon protokolil
kullanmlarak IgY antikorlar1 izole edildi. Saflagtirilmis anti-C. tetani IgY antikorlarmin molekiiler
agirhigt SDS-PAGE analizi ile belirlenerek jel iizerinde uygun ve beklenen konumda goriintiilendi.
Ardindan western blot analizi sonucunda elde edilen goriintiiler, izole edilen IgY antikorlarinin varligini
dogruladi. Varligi dogrulanan IgY antikorlarin anti-C. tetani IgY olduklarini ispatlayabilmek i¢in agar
jel immunodifiizyon (AGID) ve ¢abuk lam agliitinasyon testi yapildi. AGID test sonucunda izole edilen
C. tetani spesifik IgY’ler ile tetanoz toksoidi arasinda olusan presipitat goriintiisii ve ¢abuk lam
agliitinasyon testinde tipik kiimelesmelerin olusumu, elde edilen yumurta saris1 antikorlarinin C. tetani
toksoidine spesifik olarak tiretildigini serolojik olarak belirlemis oldu.

Anahtar Sozciikler: AGID, Clostridium tetani, IgY, Polietilen Glikol Cokeltme, Yumurta Sarisi
Antikorlari



SUMMARY

Production, Purification and Serological Determination of Immunoglobulin-Y (lgy)
from Chicken Eggs Against Clostridium tetani Toxoid

Tetanus is a bacterial disease caused by the tetanospasmin (TeNT) neurotoxin produced by
Clostridium tetani, which is life-threatening for humans and many animal species. It uses monoclonal
antibodies produced in the mouse for the diagnosis and treatment of the disease, the use of which has
several advantages, such as homogeneity and specificity. In contrast, a remarkable feature of polyclonal
antibodies, especially IgY extracted from poultry, is that they are obtained in greater quantities than
mammalian (IgG) antibodies. In this thesis study, breeding studies have been carried out within the
Transitional Zone Agricultural Research Institute since 2015 and in 2020, pure lines of 'Anatolian-T'
breed broiler chickens, breed registered by the Republic of Tiirkiye Ministry of Agriculture and
Forestry, were used. Randomly selected chickens at the age of 22 weeks, C. tetani toxoid + adjuvant
(FCAJ/FIA) was immunized by injection from the chest muscle and two reminder injections were given
at intervals of 4 weeks and the immunization process was completed. Blood was taken from the wing
veins of vaccinated animals before and 14 days after vaccination, and total antibody titers were
measured by the ELISA method. It was observed that total antibody titers in the serum of blood samples
taken 14 days after the last vaccination reached the highest level. IgY antibodies were isolated from the
eggs of immunized and nonimmunized chickens non-invasively using the PEG (6000) extraction
protocol. Purified anti-C. tetani molecular weight was determined by SDS-PAGE analysis and
displayed in the appropriate and expected position on the gel. Then, the images obtained as a result of
western blot analysis of confirmed the presence of IgY antibodies. Agar gel immunodiffusion (AGID)
and rapid slide agglutination test were performed to prove that the confirmed IgY antibodies were anti-
C. tetani IgY. The precipitation lines were formed between isolated C. tetani-specific 1gY's and tetanus
toxoid as a result of the AGID test, and the formation of typical aggregation in the quick slide
agglutination test, serologically determined that the egg yolk antibodies obtained were produced
specifically for C. tetani toxoid.

Keywords: AGID, Clostridium tetani, Egg Yolk Antibodies, 1gY, Polyethylene Glycol Precipitation
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ONSOZ

Tetanoz, Clostridium tetani toksininin neden oldugu, merkezi sinir sisteminin akut ve
bazen oliimciil bir hastaligidir. Hastaliginin tedavisinde ¢ogunlukla atlardan ve insanlardan
elde edilen antitoksinler uygulanmaktadir. Fakat bu antitoksinlerin kullanilmasinda birtakim
Klinik yan etkiler ve dezavantajlarin oldugu bildirilmektedir. Tetanoz hastaliginin teshisinde
kullanilan mevcut teknikler, farede tretilen monoklonal antikorlar1 kullanmaktadir. Bu
antikorlarin kullanimimin homojenlik ve 6zgiilliik gibi cesitli avantajlar1 bulunmaktadir. Buna
karsilik poliklonal antikorlarin, 6zellikle kiimes hayvanlarindan ekstrakte edilen yumurta
sarst antikorlariin (IgY) dikkate deger bir 6zelligi, memeli antikorlarindan (IgG) daha fazla
miktarda elde edilebilmesidir. Antikorlar, viicuda yayilabilen toksik veya antijenik molekiiller
gibi yabanci maddelere baglanma ve inaktive etme konusunda benzersiz yapidaki
molekiillerdir. Yumurta sarisi, benzersiz olan bu molekiiller i¢in alternatif bir kaynak olusturur
ve iiretkenlik, hayvan refah1 ve ozgiilliik acisindan memeli antikorlarna kiyasla birtakim
avantajlar sunar. Tavuk kaninda bulunan ana immiinoglobulin, yavrularina aktarilmak {izere
yumurta sarisinda birikir. Bu da yiiksek miktarda antikorun invaziv olmayan bir sekilde
toplanmasini saglar. Bu ¢alismada, Anadolu-T Irki saf hatlarindan tesadiifi secilen tavuklar,
ticari olarak temin edilen tetanoz toksoidi ile immunize edildi. Tetanoz toksoidine kars1 olusan
tavuk antikorlari, yumurta sarisindan izole edilerek spesifikligi serolojik olarak gdsterildi. Bu
tez ¢alismasinin neticesinde IgY teknolojisi kullanilarak yiiksek titrelere sahip, hayvan dostu,
maliyet etkin, patojenlerle savasmak icin mevcut cephaneligi genisleten, spesifik 1gY
antikorlarimin kullanilabilecegi ortaya konmustur. Bu tez ¢aligmasindan elde edilen sonuglarin

gelecekte immiinoterapi, teshis ve IgY arastirmalarina katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

“Clostridium tetani Toksoidine Karst Tavuk Yumurtasindan Immunoglobulin-Y (IgY)
Uretimi, Saflastirilmas1 ve Serolojik Olarak Spesifikliginin Belirlenmesi” konulu tez
¢alismamin se¢iminde, yiiriitiilmesinde ve sonu¢landirilmasinda, doktora egitimim boyunca
fikirlerini, emegini ve destegini her zaman ustiimde hissettiren ¢ok degerli danismanim ve
hocam saym Prof. Dr. Bartis SAREYYUPOGLU’na, Mikrobiyoloji Anabilim Dali Bagkani
Prof. Dr. Hakan YARDIMCI’ya ve Anabilim Dali 6gretim tiyeleri Prof. Dr. Mehmet
AKAN’na, Doc. Dr. Kaan MUSTAK ’a ve Dog. Dr. Inci Basak MUSTAK ’a tesekkiir ederim.

Calismalarim sirasinda her zaman yanimda olan mesleki deneyimlerini ve ¢ok degerli
bilgilerini benimle paylasan meslektasim Veteriner Hekim ismail OZKAN basta olmak iizere

Gegit Kusaglr Tarimsal Arastirma Enstititiisii Et¢i Tavuk Yetistirme ve Islah1 Bolimii ile
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Biyoteknoloji ve Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda c¢aligan tiim mesai arkadaglarima

desteklerinden dolayi tesekkiir ederim.

Son ama en 6nemlisi bu sliregte bana her zaman destek veren hayat arkadasim sevgili
esim Hatice Sule COBAN TETIK e, varligi ile hayatimza anlam katan canim oglum Atlas
TETIK ’e, hayatim boyunca maddi manevi desteklerini benden esirgemeyen beni yetistirip bu
giinlere gelmemi saglayan ¢cok degerli babam isa TETIK ’e ve annem Nejla TETIK e, bana her

zaman inanan ve destekleyen ablam Dilara TETIK e sonsuz tesekkiirler. Iyi ki varsiniz.
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1. GIRIS

Tetanoz, Clostridium tetani tarafindan iiretilen tetanospazmin (TeNT) norotoksininin
neden oldugu, insanlar ve hayvanlar i¢in yagsami tehdit eden bir hastaliktir. Bu Gram-pozitif
mikroorganizmanin sporlari, cografi konumdan bagimsiz olarak toprakta, kirli sularda ve
hayvan diskisinda dogal olarak bulunur (Orellana vd., 2020). Isiya ve bir¢cok antiseptik
maddeye kars1 direngli olan sporlar, ¢cevrede yillarca canli kalabilirler. Organizmaya agik bir
yaradan giren C. tetani sporlari, uygun anaerobik kosullar altinda vejetatif forma gegerler
(Demain vd., 2007). Acik yarada c¢ogalan bakteriler tetanoz norotoksini tretir. Bu
norotoksinler dokulara girer, lenf sisteme ulasir ve ardindan sinir sistemi ya da kan dolasimi
araciligiyla merkezi sinir sistemine aktarilir. Toksin, inhibitor norotransmiterlerini bloke
ederek tetanozla iligkili tipik kas sertligi ve spazmlarin olusmasina neden olur. Tedavi

edilmeyen olgularinda 6liim orani %100'e ulagsmaktadir (Garrigues vd., 2022).

Hastalik 1924'ten beri mevcut olan toksoid asi1 ile asilanarak Onlenebilmektedir.
Gelismis llkelerde tetanoz insidansini asilama sonrasinda biiyiik Ol¢lide azaltmis olsa da,
Ozellikle gelismekte olan tilkelerde diinya c¢apinda yilda bir milyon insani1 ve hayvancilik
endiistrisini etkileyen, biiyiik ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir (Afshar vd., 2011). Tetanoz, gelismis iilkelerde rutin olarak bir tehdit olugturmasa
da, biiyiik 6lgekli dogal afetler, herhangi bir sebeple yasanan yaralanmalar, asilama durumu
hakkinda bilgi eksikligi ve tibbi bakim ve malzemelerdeki olasi kisitlamalar (6rn. tetanoz asis,

tetanoz immunglobiilini) tehlikeyi artirabilir (Finkelstein vd., 2017).

Tetanoz tanisi, klinik olarak karakteristik spastik paralitik belirtilerin tanimlanmasi ile
konulmaktadir. Ayrica agik bir yaranin bulunmasi tetanozun teshisini desteyen bir unsurdur.
TeNT'nin tanimlanmasi zordur ve genellikle biyolojik dérneklerde saptanamaz. Tetanoz tanisi
konulmus olan hastalarin kan serumlarinda TeNT ndrotoksinine pek rastlanilmamaktadir.
Bunun sebebi ise hastalik belirtilerinin gelismesi i¢in ¢ok diisiik TeNT seviyelerinin yeterli
olmasidir (Popoff, 2020). Tetanoz riskinden siiphelenildiginde yara debridmani ve temizligi,
antibiyotik kullanimi ve TeNT immiinoglobiilin enjeksiyonu igeren profilaktik tedaviler
gereklidir. Profikside kullanilan immiinoglobulinler kan-beyin bariyerini gecemedikleri i¢in
sadece dolasimdaki toksini notralize edebilirler. Klinik belirtilere dayanarak, at anti-tetanoz
serumu veya hiperimmiin insan tetanoz immiinoglobiilini ile hizli bir pasif bagisiklama regete

edilir (Ataro vd., 2011; Rodrigo vd., 2014).



Pasif immunizasyon, bir insani veya hayvani enfeksiyon ajanlarindan koruyabilmek
amaciyla onceden olusturulmus antijene spesifik immiinoglobiilinlerin uygulanmasi olarak
tanimlanabilir. Bu antikorlar1 igeren serumlara antiserum adi verilir ve bunlar ¢ogu patojene
kars1 iretilebilir. Bu antiserumlar ile saglanan koruma acil miidehale icindir ancak kisa
Oomiirliidir. Pasif bagisiklik, maternal antikorlarin yavrulara aktarilmasini igeren dogal pasif
bagisiklik ve etkene karsi bagisik bireylerden duyarli bireylere antikorlarin aktarilmasini
iceren yapay pasif bagisiklik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir (Baxter, 2007; Kovacs-Nolan
vd., 2012). Patojene spesifik olarak onceden olusturulmus antikorlarin intravendz veya
agizdan uygulanmasiyla saglanan pasif immiinizasyon, ¢esitli insan ve hayvan enterik
enfeksiyonlarinin énlenmesinde antibiyotiklere alternatif olarak ortaya ¢ikan bir yaklagimdir

(Seal vd., 2013).

Antikorlar, patojenlere yanit olarak iiretilen protein yapidaki molekiillerdir. Antijenik
molekiillere kolaylikla baglanabilmeleri, bu molekiillerin bir ¢ok calismada tani ve tedavi
amaciyla siklikla kullanilmalarimi saglamistir (Perreira vd., 2019). Su anda genis Olglide
poliklonal antikor iiretimi i¢in tavsanlar, si¢anlar, fareler ve kobaylar gibi laboratuvar
hayvanlar1 veya atlar, koyunlar ve kegiler gibi daha biiyiik memeliler kullanilmaktadir. Ancak
elde edilen bu poliklonal antikorlarin iiretimi; uzun siireli kan alma gibi hayvanlara ac1 veren

uygulamalari igermektedir (Karlsson vd., 2004).

Son yillarda, tavuklarin hiperimmiinizasyonu sonrasinda yumurta sarisindan
antikorlarin izole edilmesi, 6nemli miktarlarda antikor tiretimi i¢in popiiler bir yaklagim olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Yontem, hem dogal pasif bagisikligin hem de yapay pasif bagisikligin
ilkelerinden faydalanir. Yumurta sarisina siirekli antikor birikimini saglamak i¢in tavuklar
diizenli araliklarla spesifik antijenlerle bagisiklanir. Daha sonra yumurta sarisindan ekstrakte
edilen antikorlar, insan veya hayvan immiinoterapisi ve immiinodiyagnostigi amaci ile
kullanilir. Yumurta saris1 antikorlarmin (IgY) antibakteriyel ozellikleri IgY konusunun
arastirilmasindaki temel ilgi alanlarindan biri olmustur. Bir¢ok rapor, IgY'nin in vivo bakteri
bulagmasini veya enfeksiyonu Onlemede bir bagisiklik islevi gosterdigini bildirmigtir
(Gassmann vd., 1990; Han vd., 2021; Ikemori vd., 1992; Imberechts vd., 1997; Lyu vd., 2021,
Peralta vd., 1994; Zhang vd., 2022). Tavuklar ile memeliler arasinda filogenetik bir mesafenin
olmasi, genel olarak korunmus memeli antijenlerine karsi yumurta sarisi antikorlarnin
tiretiminin, memelilere kiyasla daha basarili olmasini saglar (Gassmann vd., 1990). Ek olarak,
bu antikorlar daha fazla antijenik epitopa yoneliktir ve birkag tiirde ayn1 proteinleri tantyarak

onlar1 daha genis capta faydali hale getirir (Tini vd., 2002).



1.1. Clostridium

Clostridium, Firmicutes subesinin “Clostridia” simifimin Clostridiales takimindaki
Clostridiaceae familyasina ait 19 familyadan birincisidir. ilk olarak 1880'de A. Prazmowski
tarafindan tanimlanan Clostridium genusu, 2019 yilinin basina kadar yaklasik 235 tiir ve alt
tirti barindirdigi bildirilmektedir (Amaresan vd., 2020). Clostridium cinsinde biiyiik oranda
heterojenite oldugu bilinmektedir (Stackebrandt vd., 1997). Molekiiler tanimlama
yontemlerinin kullanimina iliskin ilk rapor 1970'lerde ortaya ¢ikmasi (Johnson vd., 1975) ve
16S rRNA geninin tam dizisinin belirlenmesinin ardindan, Clostridium cinsinde farkli genlere

ve protein dizilerine dayali olarak biiyiik bir ¢esitlilik tanimlanmistir (Kersey vd., 2016).

Clostridia biiyiik, fermantatif, katalaz ve oksidaz negatif olan ve biiyiime i¢in
zenginlestirilmis ortam gerektiren Gram-pozitif, anaerobik, spor olusturan diiz veya hafif
kavisli comak seklinde bakterilerdir. Cogunlugu peritrik yerlesime sahip olan kamgilar ile
hareketlidir (Quinn vd., 2011). Toprakta, tatl sularda ve deniz kiy1 birikimlerinde, ¢iiriiyen
bitki ortiisinde ve hayvansal gereglerde, kanalizasyonda, omurgalilarin ve omurgasizlarin
sindirim sisteminde bulunurlar. Saprofitik formlar, organik maddenin geri doniistiiriilmesinde
o6nemli bir rol istlenirken diger formlar, kommensal olarak memelilerin sindirim sistemi
kanalinda yasamaktadir (Vos vd., 2011).

Clostridiaceae'ye yerlestirilen taksonlar genellikle zorunlu anaerobik basillerdir.
Optimal iireme pH ve sicakligi pH 6,5-7,0 ve 30-37°C arasindadir. Hiicreleri genellikle Gram-
pozitiftir ancak 6nemli bir kismi, 6zelliklede termofilik tiirler, tiim biiylime evrelerinde Gram-
negatif boyanirlar. Comak bi¢imli morfolojiye sahip tiirlerin yani sira, Clostridiaceae
sensustricto genusu, kokoid veya polimorfik morfolojilere sahip tiir veya cinsler de ierir. Bazi
tirler kapsiil igerir. Kapsiil antijenleri bir zamanlar Clostridium perfringens suslarinin

serotiplenmesi i¢in kullanilmustir (Gillespie vd., 2006).

Patojenik Clostridium tiirlerinin 6énemli miktar1 zorunlu anaerob olmasina karsin,
bazilar1 kismen oksijen toleranshidir. Patojenik tiirler, tretilen toksinin aktivitesine ve
etkilenen hedef dokulara gore ii¢ sinifta gruplandirilabilir. C. tetani ve Clostridium botulinum,
norotoksik Clostridia grubundadir, kas ve sinir sisteminde harabiyete sebep olurlar.
Histotoksik Clostridia grubundakiler ise kas ve karaciger gibi dokularda lokal olarak lezyonlar
iiretir ve ilerleyen asamalarda toksemiye neden olabilirler. Ugiincii kategorinin énemli iiyeleri

olan C. perfringens A ve E tipleri, enterotoksemi ile birlikte gastrointestinal sistemde yangisal



lezyonlara neden olur. Clostridium difficile, hayvanlarda ortaya ¢ikan enterik bir patojendir ve
insanlarda 6nemli bir nozokomiyal patojendir. Clostridium spiroforme tavsanlarda ishale
neden olur ve C. colinum kiimes hayvanlarinin bagirsak patojenidir. Taylarda hepatik nekroza
neden olan Clostridium piliforme, Clostridia min atipik bir iiyesidir ve agiklanan ig
kategoriden herhangi birine dahil edilmesine izin veren 6zelliklere sahip degildir (Quinn vd.,
2011).

Clostridia bakterisinin ana viriilans faktorlerini, bakterinin drettigi bir takim
ekzotoksinler ve hiicre dis1 enzimler olusturur. Geleneksel olarak toksinler, alfa (o) ve beta
(B) gibi Yunan harfleriyle anilir. Bununla birlikte, bir tiiriin o toksininin bagka bir tiiriin o
toksininden ¢ok farkli olabilecegi vurgulanmalidir. Clostridial ekzotoksinler, hiicresel veya
biyokimyasal seviyede sahip olduklar etkilere gore birkag farkli kriterde siniflandirilabilir. Bu
ekzotoksinlerin 6nemli miktar1 enzimatik etkilidir, digerleri ise immiinomodiilator etkilere

sahiptir. Bazilar1 stiper antijenler olabilirken digerleri ise bilinmeyen bir etkiye sahiptir
(Gillespie vd., 2006).

Bu anaerobik bakterilerin hayatta kalmasini saglamak amaci ile numunelerin
toplanmasi ve iglenmesi i¢in 6zel yontemler gereklidir. Canli veya yakin zamanda 6lmiis
hayvanlardan numune alinmadigi takdirde, 6liim sonrasi etken bagirsaktan dokulara hizla
yayilarak laboratuvar sonuglarinin yorumlanmasini zorlastirabilir. Etkilenen hayvanlardan
alinan doku veya sivi 6rnekleri, alindiktan hemen sonra kiiltiire edilmelidir. Clostridia etkenini
kiiltiire edilebilmesi igin maya 6zii, hemin ve K vitamini ile zenginlestirilmis kanli agar
kullamlmasi faydali olur. Uremeyi artirmak amactyla %5 ila 10 karbondioksit (CO,) ile
takviye edilmis hidrojen (H) iceren anaerobik kavanozlarda kiiltiire edilerek uygun atmosferik

gereksinimler saglanir (Quinn vd., 2011).

Clostridia genusu igindeki patojenik tiirlerin hepsi insan ve hayvanlarda cesitli
hastaliklara neden olabilen, anaerobik, Gram-pozitif sporlu bakterilerdir. Bu toprak kaynakli
zoonotik organizmalarin patogenezinde sentezledikleri toksinler 6nemli rol oynar. Ancak
birgok yardimer viriilans faktorii tanimlanmustir ve yenileri halen kesfedilmeye devam

etmektedir (Vos vd., 2011).



1.2. Clostridium tetani

1.2.1. Tarihgesi

Tetanoz, MO 4. yiizy1lda Hipokrat tarafindan spastik felg ile karakterize, yasami tehdit
eden bir omurgali hastalig1 olarak tanimlanmistir (Megighian vd., 2021). Gowers ise 1888
yilinda, hastaligin merkezi sinir sisteminin bir hastalig1 oldugunu, hastalikta spazmlarin ve
siddetli alevlenmelerin ortaya ¢iktigini belirtmis, spazmlarin genellikle boyun ve g¢ene
kaslarinda ortaya ¢ikarak ¢ene ekleminin kapanmasina (trismus, kilitli ¢ene) sebep oldugunu
ifade etmistir. Ayrica, hastaligin gévdede bulunan kaslari, kol ve bacaklardakine gére daha sik
etkilemekte oldugunu, ani basladigini ve etkilenenlerin biiyiik bolimini 6ldirdigiini

vurgulamigtir (Bennett vd., 2019).

Carle ve Rattone 1884'te, tetanoz nedeniyle 6lmiis bir insan tetanoz vakasindan alinan
irin Ornegini, tavsanin siyatik sinirine enjeksiyon yolu ile uygulayarak hastaligin meydana
geldigini tespit etmislerdir. Yine 1884 yilinda Nicolaier topraktan hazirlanan o6rneklerin
hayvanlara enjekte edildiginde tetanoz hastaliginin olustugunu bildirmistir. Kitasato 1889'da,
C. tetani’yi saf kiiltiir seklinde izole etmis ve hayvanlara enjekte edildiginde hastalik tirettigini
gostermistir. Kitasato ve Behring 1890°da, toksinin spesifik antikorlar tarafindan nétralize
edilebilecegini bildirerek tetanozun 6nlenmesi ve tedavisine ¢ok biiyiik katki saglamislardir

(Atkinson, 2006).

Nocard 1897'de, pasif olarak uygulanan antitoksinin koruyucu etkisini gostermistir ve
I. Diinya Savasi sirasinda pasif bagisiklama yontemini insanlarda tedavi ve profilaksi igin
kullanarak bir¢cok hayat kurtarmistir. Ardindan 1924 yilinda Descombey tetanoz toksoidini
gelistirdi ve ilk olarak II. Diinya Savasi sirasinda aktif bagisiklama (tetanoz asilamasi)

amaciyla yaygin olarak kullanilmaya baslandi (Atkinson, 2006).

1.2.2. Etiyolojik Ozellikleri

C. tetani diiz, ince, anaerobik, Gram pozitif bir ¢omaktir (Quinn vd., 2011). Eski
kiltiirlerde veya doku oOrneklerinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda Gram negatif hale
gelebilmektedir (Bennett vd., 2019). Suslarin ¢cogu peritrik flagellalar sayeside hareketlidir.
Hicreler 0,5-1,7 x 2,1-18,1 um boyutlarindadir ve tek olarak veya ¢iftler halinde goriiliir.

Sporlar genellikle yuvarlak ve terminaldir, bazen oval veya subterminal veya her ikisi birden



olabilir (Vos vd., 2011). Sporlu hiicrelerin ¢ap1 vejetatif formdaki hiicrelerin ¢apinin iki kati
kadar olabilir (Gillespie vd., 2006). Terminal ve siskin ana hiicreler olan endosporlar,
sporlanmis organizmalara tipik bir "baget" goériinimii kazandirir. Endosporlar kimyasal
maddelere ve kaynamaya kars1 direnglidir fakat 121°C'de 15 dakika siire ile otoklavlandiginda
inaktive olurlar (Quinn vd., 2011). Sporlar, toprakta ve atlarin, koyunlarin, sigirlarin,
kopeklerin, kedilerin, sicanlarin, kobaylarin ve tavuklarin bagirsaklarinda ve diskilarinda
yaygin olarak bulunur. Giibre uygulanmis toprak ¢ok sayida spor igerebilir. Tarimsal alanlarda

onemli sayida yetiskin insan etkeni tasiyabilir (Atkinson, 2006).

C. tetani kanl agarda iyi tirer. Kanli agar yiizeyindeki koloniler 4-6 mm ¢apinda, diiz,
yar1 saydam, gri, mat ylizeyli, diizensiz kenarlidir. Genellikle dar bir B-hemoliz bolgesi
olusturur. Agardaki koloniler seffaf ve ¢ok yiinliidiir. Ureme i¢in optimum sicaklik 37 °C'dir;
30 °C'de orta derecede iireme vardir, 25 °C veya 45 °C'de ¢ok az veya hig iireme yoktur. Ureme
%20 safra veya %6,5 sodyum kloriir (NaCl) ile inhibe edilir (Vos vd., 2011). Kamgili
tirlerdeki farkliliklar kabul edilmesine ragmen C. tetani tipik olarak tiplendirilmemistir
(Gillespie vd., 2006). Belirlenmis 10 serotipi, kam¢1 antijenleri ile ayirt edilebilir (Quinn vd.,
2011).

C. tetani suslarinin biiyiik bir gogunlugu tireme i¢in aspartat, glutamat, histidin ve serin
kullanir, bazilar1 metionin, treonin ve tirozin kullanir. Glutamat, bir metilaspartat yolu ile
amonyak, CO;, asetat ve biitirata dontstirilir. C. tetani genellikle kloram fenikol,
klindamisin, eritromisin, penisilin G ve tetrasikline duyarlidir. Glikoz igermeyen bir triptikaz-
maya ekstrakti-tiyoglikolat ortaminda olusan baslica lipid yag asitleri, normal doymus Ciz,
Cu4, Cis Ve Cyg asitleri ve 7 veya 9 konumunda bir ¢ift baga sahip daha az miktarlarda

doymamus Cig Ve Csg asittir. Dallanmus zincirli yag asitleri yoktur (Vos vd., 2011).

C. tetani uygun kosullarda tetanolizin ve tetanospazmin (TeNT) olmak iizere iki
ekzotoksin iiretmektedir. Tetanolizin toksininin fonksiyonu tam olarak aydinlatilamamugtir.
TeNT ise bir norotoksindir ve tetanoz hastaliinin klinik bulgularina sebep olmaktadir
(Atkinson, 2006). TeNT norotoksini yaygin olarak tetanoz toksini olarak isimlendirilir ve tiim
toksijenik suglarda bulunan bir plazmid tarafindan kodlanir. Tetanolizinin tetanoz
patogenezindeki onemi belirsizdir (Bennett vd., 2019). Agirlik temelinde, TeNT bilinen en
giiclii toksinler arasindadir. Yaklasik olarak en diisiik insan 6ldiiriicii dozu, viicut agirliginin
kilogrami (kg) basina 2,5 nanogram (bir ng, bir gramin milyarda biridir) veya 70 kg bir insan
icin 175 ng’dir (Atkinson, 2006).



1.2.3. Epidemiyolojisi

C. tetani, diinyanin her yerinde cografi konumdan bagimsiz olarak toprak
numunelerinde yaygin olarak bulunan bir etkendir. Sicakligin 20°C’den yiiksek oldugu ve
nemin en az %15'e ulastig1 notr veya alkalin topraklarda daha yogun olarak izole edilebilir.
Topraktan yapilan izolasyon siklig1 farkli aragtirmalara gore degismektedir. Japonya, Kanada,
Brezilya ve Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan arastimalar, %30-42 oraninda pozitif
numune tespit etmistir (Popoff, 2020). Bu organizma toprak disinda, insan ve diger hayvan
diskilarinda, 6zellikle at digkisinda, bir hastanedeki atmosferde, bazen enfekte dis etlerinde ve
disler dahil olmak tizere hayvanlardaki ve insanlardaki yaralarda, kornea iilserasyonlarinda,
mastoid ve orta kulak enfeksiyonlarinda, intraperitoneal enfeksiyonlarda, omfalit ve dogum
sonrasi uterus enfeksiyonlarinda, travma ile ilgili gesitli yumusak doku enfeksiyonlarda
(styriklar ve yirtiklar), kontamine igne ve katgiit ipliklerinde bulunabilecegi bildirilmektedir
(Vos vd., 2011).

C. tetani’nin cografi dagilimina bakildiginda, Bat1 ve Orta Afrika, Giineydogu Asya,
Hindistan, Pasifik Adalari ve Amerika Birlesik Devletleri'nin giineyindeki sicak ve nemli
bolgelerde tetanoz insidansinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Diinyanin daha soguk
bolgelerinde (6rnegin, Finlandiya, Kanada, Isveg, Norveg, Ingiltere gb.), C. tetani'nin
yaygmlik orani daha azdir. Buna karsin Gliney Afrikamin Durban bolgesindeki toprak
numunelerinin C. tetani ile genel kontaminasyon oraninin %28 oldugu tahmin edilmistir. Bu
bolgedeki atlardan alinan 118 disk1 6rneginde C. tetani'nin izolasyon oran1 %5,9 olmustur. Bu
bakteri hayvanlarin bagirsaklarinda saptanabilir, ancak normal sindirim florasinin énemli bir

bolimiini olusturmamaktadir (Popoff, 2020).

1992°de Japonya'daki Okinawa Eyaletinde yapilan bir ¢alismada 290 toprak drneginin
%18,6's1 C. tetani yoniinden pozitif olarak bulunmustur (Kobayashi vd., 1992). Japonya'nin
bir bagka bolgesi olan Kanagawa eyaletinde, 35 toprak numunesinden C. tetani etkeninin
yaygmhigt %22,9 olarak belirlenmistir. Daglardan alinan 6rneklerdeki kontaminasyon
oraninin, tarlalardan, 6zel bahgelerden veya halka acik yollardan alinan numunelere gore daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Japonya'da yol kenarlarindan alinan toprak 6rneklerinde %20’ye,
okul ve hastane alanlarinda %30'a, ev bahgelerinde %53'e ve tarlalarda, goletlerde, nehirlerde
ve 1slak kiyilarda %85'e kadar degisen oranlarda C. tetani izole edildigi bildirilmistir (Ebisawa
vd., 1986).



Bilindigi kadariyla, Japonya harig, toprakta C. tetani'ye iliskin iilke ¢apinda hicbir
sistematik arastirma yapilmamistir, ancak tetanoz diinya c¢apinda goriildiigiinden, tiim
topraklarin bu patojeni igerdigi varsayilmaktadir (Ebisawa vd., 1986). Toprak pargaciklari, toz
veya diski ile kirlenmis farkli alanlar ve nesneler C. tetani igerebilir. Hastanelerde katgiit gibi
ameliyat iplikleri, pamuk yiinii, toz ve hava numuneleri, insan derisi ve yaralardan C. tetani‘nin

toksijenik suslar1 da izole edilmigstir (Popoff, 2020).

Canli tiirlerinin tiimii tetanoz etkenine kars1 duyarlidir. Ancak tiirler arasinda duyarlhilikta
‘Cizelge 1.1.”de gosterildigi gibi biiyiik dl¢iide farkliliklar bulunmakradir. Tiirler arasinda at,
kobay, maymun, koyun, fare, ke¢i ve insan en duyarl tiirlerdir. Kediler, kopekler, kuslar ve
sigirlar etkene direnglidir. Enteresan bir sekilde, kurbagalar gibi sogukkanli hayvanlar,
dolagimdaki viicut sivilarinda 6nemli miktarlarda TeNT barindirmasina ragmen, diisiik
sicaklikta (<18°C) tutulduklarinda tetanoz zehirlenmesine karsi direnglidir. Fakat daha yiiksek
sicakliklara (>27°C) maruz kaldiklarinda duyarhdirlar. Sogutmanin koruyucu etkileri,
TeNT'in hedef noronlar iizerindeki baglanma hizinin gecikmesine ve etkisinin inhibisyonuna

baglanmistir (Popoff, 2020).

Cizelge 1.1. Canli tiirlerinin TeNT duyarlilig1 (Popoff, 2020)

Tiir Minimum kobay oldiiriicii doz
At 0,5

Gine domuzu 1

Maymun 2-4

Koyun 2

Fare 2-6

Keci 12

Sigir Olgiilemeyen kiiciik deger
Tavsan 4-900

Kopek 300-600

Kedi 960-7200

Kaz 6000

Giivercin 6000-24000

Tavuk 180000-360000

Insan 2,5 ng/kg




Avrupa'da 2000 ile 2014 yillar1 arasinda atlarda goriilen 176 tetanoz vakasiin geriye
doniik analizinde 6lim oran1 %68,2 olarak bildirilmistir. Brezilya'da C. tetani ile kontamine
olmus bir antihelmintik ile deri altindan tedavi edilen 2.830 koyundan 50'sinde (%1,7)
tetanozun klinik belirtileri gelismis ve tedaviye ragmen mortalite oram1 %350 olarak

bildirilmistir (Popoft, 2020).

Tetanoz, Ozellikle gelismekte olan iilkelerde halen 6nemli bir halk sagligi problemi
olmaya devam etmektedir. Gelismis olan tilkelerde rutin olarak bir tehdit olusturmasa da,
biiylik 6lgekli dogal afetler, yasanan herhangi bir yaralanma, asilama durumu hakkinda bilgi
eksikligi ve tibbi bakim ve malzemelerdeki olas1 kisitlamalar (6rn. tetanoz asis1 ve tetanoz
immunglobiilini) tehlikeyi artirabilecek unsurlardandir. Bu tehlike, yeteri kadar tibbi kaynagi
bulunmayan az gelismis iilkelerde daha da biiyiik sorunlara neden olur (Srivastava vd., 2022).
Ozellikle tedavisi yapilmayan vakalarda tetanoz sebebi ile liim oranmin %100'e ulagabildigi
bildirilmektedir (Garrigues vd., 2022).

2001 ve 2008 yillar1 arasinda Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDS-Centers for
Disease Control and Prevention, ABD) 233 tetanoz vakasina ait raporlar almig, bu vakalarin
toplam yillik insidansiin 1 milyon kisi basia 0,10 vaka ve 65 yas ve lizeri 1 milyon kisi
basina 0,23 vaka oldugu raporlanmistir. 2016 yilinda diinya genelinde 13.505 tetanoz vakasi
rapor edilmis ve bildirilen vakalarin ¢ogu 60 yasindan biiylik hastalardan olugmustur. Bu
durum, hastalikta azalan bagisikligin 6nemli bir risk faktori oldugunu gostermektedir (Bennett
vd., 2019). Diinya Saglik Orgiitii (WHO), 2015 yilinda diinya ¢apinda 34.000 yenidoganin
tetanozdan o6ldiigiinii tahmin etmektedir. Ancak bu sayi, 1988'deki 787.000 Ooliimle
karsilastirildiginda 6liimlerde 6nemli bir azalmay1 (%96) temsil etmektedir (WHO Fact Sheet,
2018).

Diinya genelinde tetanoz vakalar1 oldugundan daha az bildirilmesi nedeni ile tetanozun
gercek insidansi kesin olarak bilinememektedir (Murray vd., 2004). Tirkiye’de tetanoz
agisinin rutin olarak uygulanmasiyla insanlarda tetanoz vakalarinin insidanst 1 milyon kisi
basina 0,02 olarak agiklansa da halen eriskin yasta ve 6zellikle ileri yaslarda tetanoz olgularina
rastlanmaktadir (T.C. Saghk Bakanlhigi Saglik Istatistikleri Yilligi, 2009). Tetanoz, diinya
capinda yilda bir milyon insami ve hayvancilik endiistrisini etkileyen, biiyiikk ekonomik

kayiplara neden olan 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir (Afshar vd., 2011).



1.2.4. C. tetani Toksinleri

C. tetani iki patojenik ¢dziilebilir antijen, tetanolizin ve tetanospazmin (TeNT) iretir.
Tetanolizin, prototipi C. perfringens'ten perfringolizin olan kolesterol bagimli sitolizin ailesine
dahil gozenek olusturan bir toksindir. Kolesterol bagimli sitolizinler, hedef hiicrelerin zar
yiizeyinde biiylik gézenekler olusturarak 40-70 toksin monomerinin oligomerizasyonuna ve
hiicre zarinda hasar olusumuna sebep olurlar. Ayrica, bolgesel olarak dokularda birikir ve

makrofajlara karsi diren¢ olusumuna Katki saglar (Keyel vd., 2011).

C. tetani tarafindan iiretilen TeNT ise, tek zincirli yapida, yaklasik 150 kDa agirhiginda
bir protein olarak tiretilir. Bu toksin, ek olarak bakteriyel ortamda klostridial proteazlar veya
konake1 tarafindan iiretilen ekzojen proteazlar araciligiyla proteolitik olarak etkinlestirilir.
Proteolitik boliinme, toksinin tigte birlik N-terminalinde olusur. Aktiflesen TeNT, bir hafif
zincir (L; N-terminali ~50 kDa) ve bir agir zincirden (H; C-terminali ~100 kDa) olugsmaktadir.
Bu zincirler disiilfit koprisii araciligryla birbirlerine baglanirlar (Masuyer vd., 2017). Agir
zincir, hiicre yiizey reseptorlerine ve tasima proteinlerine baglanmay1 saglarken, hafif zincir,

klinik olarak tetanoz olusturan verici saliminin presinaptik inhibisyonunu {iretir.

Tetanospazmin toksininin genel yapist ve etki mekanizmasinin sematik olarak anlatimi
‘Sekil 1.1.’de 6zetlenmistir (Popoff, 2020). Tetanospazminin baglandigi, daha once bir
gangliyozit oldugu diisliniilen reseptoriin dogas1 tartisilmistir. Son arastirmalar, hiicre disi
matriks proteinleri olan nidogen-1 ve nidogen-2'nin tetanospazmin reseptorii olarak goérev

yaptigini disiindiirmektedir (Bennett vd., 2019).
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Sekil 1.1. TeNT yapisi ve etki mekanizmasinin sematik olarak anlatimi (Popoff, 2020)

Hc = reseptor baglama alani; Hn = translokasyon alani; LC = enzimatik siteyi kapsayan hafif zincir veya enzimatik
alan. TeNT, enfekte olmus yaradan merkezi sinir sistemine motor noéronlar ve muhtemelen duyusal noronlar
araciligiyla retrograd aksonal tagima yoluyla taginir. Omurilik ve beyinde TeNT, glisin ve GABA salinimini bloke
eden inhibitor interndronlar1 hedefler. Bu, ketleyici kontroliin yoklugunun bir sonucu olarak uyaranlar1 (6.
dokunma, 151k, giiriiltii, sicaklik) takiben kas hiperaktivitesine neden olur.

1.2.5. Patogenezi

Klasik tetanoz, C. tetani sporlarinin, vejetatif forma gegmeleri ve daha sonra tiremeleri
i¢in anaerobik (diisiik oksijen) kosullarin varliginda tipik olarak toprak veya hayvan digkisi ile
kontamine olmus bir yaraya girmesi sonucunda ortaya ¢ikar (Gillespie vd., 2006). Bakteriyel
olarak kontamine olmus yaralar bazen goze ¢arpmayabilir. Ancak tetanoz, yara iyilesmesi
sonrasinda da ortaya ¢ikabilmektedir. Viicudun topraga degen bolgelerinde olusan yaralarin
kontamine olmasi, C. tetani iireme riskini bilyiik oranda artiran bir faktordiir. Ornekler
arasinda, uzuvlarin ucunda, govdenin alt tarafinda ve karinda dikenli bitkiler tarafindan kazara
olusan yaralar veya delikler bulunur (Popoff, 2020). Bu yaralarin etkenle kontaminasyonu

sonucu anaerop kosullarda TeNT iiretilerek kan dolagima girer ve buradan sinapslara giderek
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cizgili kaslarda istemsiz kasilmalara neden olan spastik felg olusturur (Gillespie ve Hawkey,
2006).

Gobek baginin kesilmesi sonrasinda bolgenin kontaminasyonuna bagli olarak olusan
iltahaplar (omfalit), yenidoganlarda, 6zelliklede kuzularda ve taylarda tetanoz olusumu igin
predispoze faktorlerdendir. Kisirlastirma, kuyruk ve kulak kesme ameliyati gibi cerrahi
operasyonlara bagli olusan yaralar, C. tetani sporlarinin bulagmasini kolaylastirabilmektedir.
Yine kontamine olmus asilar veya enjeksiyon bolgeleri, kirkim sirasinda olusan enfekte yara
olusumlari tetanozun olusumuna sebep olan yaygin nedenler arasindadir. Ayrica lohusa
tetanozu, zor dogum sirasinda vajinal mukoza ve uterusun kontamine olmasina bagli olarak
ortaya ¢ikabilmektedir. Havaya ¢ok az maruz kalan derin yaralar ve anaerobik kosullart
saglayan nekrotik dokunun varligi, sporlarin vejatatif forma gecip C. tetani’nin tiremesi ve
bunun sonucunda TeNT diretimini kolaylastirir. Tim bunlarla birlikte, olusan bir yara
icerisinde var olan hasarli ve parcalanmis hiicreler, C. tetani etkeninin tiremesi ve toksin

tiretimi igin uygun bir ortam olusturur (Popoff, 2020).

C. tetani bakterisi iki patojenik ¢oziilebilir antijen olan tetanolizin ve tetanospazmin
(TeNT) toksinlerini iiretir. Kismen saflastirilmig tetanolizinin enjekte edildigi tavsanlarda ve
maymunlarda intravaskiiler hemoliz olusumuna, farelerde ve maymunlarda ise
elektrokardiyografik dalgalanmalara neden olmaktadir. Ayrica tetanolizin tipik olarak
hastalikla sonuglandigini gdsteren az sayida bulgu vardir. Insanlarda ve hayvanlarda klinik
tetanoza neden olan tetanospazmin toksini, muhtemelen merkezi sinir sistemine hem perinéral
dokudan gecerek hemde lokalize bir iiretim yerinden lenfatik ve hematojen yollar araciligiyla

yayilan oldukga giiglii bir nérotoksindir (Vos vd., 2011).

Tetanoz norotoksini (TeNT) motor noron terminallerindeki gangliyozid reseptorlerine
geri donligiimsiiz olarak baglanir. Ardindan soma kismi ile sinir sistemindeki dendritik
yapilara, ilerleme ve gerileme hareketi yaparak toksin iceren vezikiillerde tagmir. Toksin
transsinaptik olarak inhibe edici néronlarm terminallerindeki etki bdlgesine aktarilir ve bu
hiicrelere endositoz yoluyla girer ve konformasyonel bir degisiklige neden olur. Bu degisikligi
takiben, bir ¢inko endopeptidaz olan hafif zincir, inhibitdr néronun sitozoliine girer ve burada,
norotransmiterler iceren vezikiillerin protein bilesenleri, inhibitdr sinyallerin presinaptik
iletimini bloke eder. Inhibitér ndro-transmiterlerin salmmm engellendigi igin spastisite ve
tetanik kasilmalarla kendini gosteren asir1 kas aktivitesine yol agar ve spastik felg olusur.

Ozellikle 6nemli miktarda toksin iiretildiginde, kan dolasimi yoluyla tasinir ve daha sonra

12



merkezi sinir sistemine iletilmeden 6nce viicuttaki motor terminallerine baglanir. Baglanan
toksinler igin antitetanus immiinoglobiilinler uygulansa bile toksin inaktivasyonu

saglanamamaktadir (Quinn vd., 2011).

1.2.6. Klinik Bulgular

Tetanoz hastaliginin inkubasyon stiresi genel olarak 5 ile 10 giin arasinda degismektedir.
Fakat bu siire 21 giine kadar uzayabilmektedir. Bazen TeNT ile enfekte olan yara iyileserek
Klinik semptomlarin gecikmesine neden olabilir. Bu durum gizli tetanoz olarak tanimlanir.
Tetanoz norotoksinin Klinik ortamlardaki bulgulari hem hayvanlarda hem de insanlarda
benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte, ‘Cizelge 1.2.”’de gosterilen klinik semptomlarin
siddeti, bakterilerin tiredigi anatomik lokasyona, etkenin {irettigi toksin miktarina ve canl
tiirtiniin hastaliga olan duyarliligina baglidir. Kafa bélgesinde olusan yaralarda genellikle daha
kisa bir inkubasyon siiresi goriiliir. Ayrica bu tip yaralanmalar sonucu generalize tetanoz
olusumuna daha sik rastlanilmaktadir. Kopeklerde ve diger daha az hassas tiirlerde tetanoz,
yaralanmanin oldugu bodlgede sertlige ve kas spazmlarina neden olabilir. Bunun nedeni

toksinin yara alaninin yakinindaki sinir uglarini etkilemesidir (Quinn vd., 2011).

Klinik olarak sertlik, bolgesel spazmlar, kalp ritimlerinde ve solunum sayisinda
degisme, yutma giigliigii (disfaji) ve yiiz ifadesinde degisiklik seklinde bulgular goriiliir.
Kismen hafif dokunsal veya isitsel uyaranlar, kaslarin tonik kasilma hizin1 artirabilir. Cigneme
kaslarmin spazm 'kilitlenmeye' neden olabilir. Genele yayilan kas sertligi, 6zellikle atlarda

‘atlama sehpasi' durusuna sebep olabilir (Quinn vd., 2011)..

Tetanoz hastaligim atlatan hayvanlar ve insanlar kesin olarak bagisik degildirler. Bu
durum, hastaligin olusumuna neden olabilecek toksin seviyesinin genellikle koruyucu
antikorlarin tretimini aktive etmek igin gereken miktardan daha diisiik olmasindan

kaynaklanmaktadir (Quinn vd., 2011).
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Cizelge 1.2. Tetanozun klinik bulgular1 (Malinovska vd., 2020)

Tetanozun Klinik Bulgulari

Kas sertligi Trismus Dispne Kasilmis yiiz kaslari

Uzuvlarin Disfaji Hiperestezi Dik kulaklar
hiperekstansiyonu

Miosis, enoftalmi,
3.g6z kapaginin
sarkmasi

Isitsel veya dokunsal

Sert ylirilylig Anoreksiya uyarilara agirt duyarlilik

Ayakta duramama Yoksunluk Urem}l Ve ana 1 Sﬁ?kter Burusuk alin
hipertonisitesi

Tetrapleji Kusma Opistotanus Risus sardonicus

Kuyrugun uzatilmasi Pityalizm Tortikolis Yiiziin gigmesi

Tetanozun insanlarda inkubasyon siiresi 3 ila 21 giin arasinda degisir, genellikle
yaklagik 8 giindiir. Ancak enfekte olan yaralanma bolgesi merkezi sinir sisteminden
uzaklastikca kulugka siiresi uzamaktadir. Inkiibasyon siiresi kisaldik¢a hastanin &liim riskide
artmaktadir. Neonatal tetanozda klinik bulgular genellikle dogumu takiben 4 ila 14 giin sonra,

ortalama olarakta 7 giin sonra gézlenmesi beklenir (Atkinson, 2006).

Goriilen klinik semptomlara goére jeneralize, lokalize, sefalik ve neonatal olmak tizere
dort farkli tetanoz formu tamimlanmustir (Bennett vd., 2019). Lokal tetanoz, hastalarin
yaralanma ile ayni1 anatomik bolgede siirekli kas kasilmasinin oldugu, ender rastlanilan bir
seklidir. Bu kas spazmlarinin kasilma giicii azalmadan 6nce birkag hafta devam edebilir.
Bununla birlikte, bildirilen lokal tetanoz vakalarinin yalmzca yaklasik %11 6limle
sonuglanmaktadir. Sefalik tetanoz, orta kulak florasinda C. tetani'nin sebep oldugu orta kulak
enfeksiyonlari (otitis media) sonucunda veya kafa yaralanmalari sonrasinda nadiren olusan,
hastaligin ender bir formudur. Bilhassa yiiz bolgesinde yer alan kranial sinirleri hedef alir
(Atkinson, 2006).
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Bildirilen tetanoz vakalarinin yaklasik %80’i en baskin form olan jeneralize tetanozdur.
Hastalikta ¢ogunlukla ilk semptom trismus veya kilitli ¢enedir. Bunu boyun bélgesinde sertlik,
yutma gilicligii ve karmn kaslarinda sertlik takip eder. Bu belirtilere ek olarak yiiksek ates,
terleme, hipertansiyon ve kalp atig hizindaki degisiklikler gozlenir. Sik sik birka¢ dakika
stirebilen spazmlar goriilebilir ve 3-4 hafta siirer. Hastanin tamamen iyilesmesi aylar alabilir.
Yenidogan tetanozu, yenidoganlarda ortaya cikabilen jeneralize tetanozun bir varyasyonudur.
Annenin hastaliga karsi direngli olmamasi nedeniyle pasif bagisikligi olmayan bebeklerde
ortaya c¢ikmaktadir. Yenidogan tetanozu yaygin olarak gelismekte olan {ilkelerde

goriilmektedir (Atkinson, 2006).

1.2.7. Teshis

Tetanoz teshisi klinik gézlem sonucunda elde edilir. Hastalik oldukga sinirlt bir ayirict
tantya sahiptir. Semptomlarla birlikte stipheli bir yaranin bulunmasi tetanoz teshisini destekler
niteliktedir (Popoff, 2020). Laboratuvar analizleri hastaligi dogrulayamaz fakat tetanozun
bulgularina benzer semptomlara sahip zehirlenmelerden ayirabilmek i¢in faydalidir (Bennett
vd., 2019). Glisinin antagonize edildigi striknin zehirlenmesi 6zellikle kopeklerde tetanozu
taklit eden tek durumdur (Quinn vd., 2011). Tetanozdan siipheleniliyorsa kan serumu ve
idrarin toksikolojik testleri yapilmalidir. Analiz sonrasinda striknin zehirlenmesi muhtemel
goriinse bile tetanoz diisiiniilmelidir (Bennett vd., 2019). Lezyonlardan alinan Gram boyama
bakisi, C. tetani'nin karakteristik "baget" bi¢imlerini ortaya ¢ikarabilir (Quinn vd., 2011). Yara
ornekleri anaerobik olarak kanli agarda ve pismis et suyu iginde kiiltlirlenir. Yara kiiltiirii
genellikle anaerob karigimu iiretir, ancak C. tetani, plakay1 bir el merceginden inceleyerek ve
biiytime 6zelliklerini kullanarak biiyiimenin oldugu yayilan kenarindan 6rnek alarak saf olarak

secilebilir (Gillespie vd., 2006).

Nekrotik yara dokusundan anaerobik C. tetani kiiltiirii denenebilir, ancak genellikle
basarisiz olur. Norotoksin genlerinin tespiti i¢in ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(9-PCR) dahil olmak iizere PCR tabanli teknikler, hastaligin teshisine yardimer olmak icin
kullanilabilir. Etkilenen hayvanlardan alinan serum, farelere enjekte edilerek dolasimdaki
norotoksini gostermek igin kullanilabilir (Quinn vd., 2011). TeNT, spesifik poliklonal veya
monoklonal antikorlarla Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) analizi ile tespit
edilebilir. Tetanospazmin’in tanimlanmast genellikle zordur ve ¢ogu zaman biyolojik

orneklerde saptanamaz. insanlarda ve hayvanlarin tetanoz belirtileri gelistirmesi icin gok
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diisiik TeNT seviyeleri yeterlidir ve alinan serum orneklerinde TeNT saptanmast nadiren
bildirilmektedir (Popoff, 2020).

1.2.8. Proflaksi, Tedavi ve Kontrol

Tetanoz riskinden siiphelenildiginde yara debridmani ve temizligi, antibiyotik kullanimi
ve TeNT immiinoglobiilin enjeksiyonu onerilir (Popoff, 2020). ilk olarak tim yaralar
temizlenmelidir. Nekrotik doku ve yabanci cisim ¢ikarilmalidir (Atkinson, 2006). Ardindan
yaralanma bolgesinin hidrojen peroksit ile yikanmasi, bakterilerin iiremesini engellemeye
yardimci olan aerobik kosullar saglar (Quinn vd., 2011). Tetanik kasilmalar olusuyorsa,
destekleyici sagaltim ciddi bir 6neme sahiptir (Atkinson, 2006). Sinir uglarina baglanmayan
toksini nétralize etmek igin, antitetanus immiinoglobiilin hemen intravenéz olarak veya
subaraknoid bosluga arka arkaya ii¢ giin uygulanmalidir (Quinn vd., 2011). Tetanoz

tedavisinde kullanilan uygulamalar ‘Cizelge 1.3.”’te 6zetlenmistir.

Antitetanoz immiinoglobulinler (tetanoz immiinglobulini veya tetanoz antitoksini
olarak da adlandirilir) hiperimmiinize saglikli atlarda iiretilir. At kokenli olmasma ragmen
sigir, koyun, domuz, kdpek ve kedilerde oldugu kadar atlarda da kullanilabilir (Tizard, 2019).
Yaradaki toksin treten aktif C. tetani etkenini yok etmek amaciyla kas igi veya damar
yolundan yiiksek dozda penisilin verilir. Tedavinin bu asamasi oldukga 6nemlidir, ¢iinkii
insanlar tizerinde yapilmis olan ¢alismalar, damar igi penisilin uygulamasi ile 16 giinlilk
tedaviden sonra hastalardan debridman olmaksizin C. tetani izole etmenin miimkiin oldugunu
gostermistir. Hastaliktan etkilenen hastalar tedavi boyunca sakin ve los bir ortamda
tutulmalidir. Sivi replasman tedavisi, sedatifler, kas gevseticiler ve ozenli hasta bakim
uygulamalar1 sonrasinda Klinik belirtiler en aza indirilerek hayati fonksiyonlar siirdiirebilir
(Quinnvd., 2011).

Hastalik 1924'ten beri mevcut olan toksoid asi ile agilanarak 6nlenebilmektedir (Afshar
vd., 2011). Tetanoza kars1 kullanilmakta olan toksoid asi, mevcut olan en giivenilir ve etkili
asilardan biridir (Gillespie ve Hawkey, 2006). Formaldehit uygulanarak etkisiz hale getirilen
TeNT ile 3-4 haftalik araliklarla yapilacak iki asilama hastaligi 6nlemesinde etkilidir (Popoff,
2020). Asilanmis bir hayvanin derin bir yarasi varsa, takviye doz asi Onerilebilir. Atlarda,
yaralarin hizli cerrahi debridmani arzu edilir. Asilanmamus, derin yaralari olan veya ameliyata
alinan hayvanlara antitoksin verilmelidir. Bu pasif koruma yaklasik olarak 21 giin kadar

devam eder (Quinn vd., 2011). Antitoksinler ayrica, kisirlastirma, kenetlenme ve tetanozun
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mevcut oldugu bilinen yerlerde yapilan herhangi bir cerrahi islemden sonra bagisiklik sistemi

yetersiz olan hayvanlara da uygulanmalidir (Tizard, 2019).

Hiperimmiinize saglikli atlarda iiretilen at immiinoglobulin G (IgG)'sinin yar1 6mrii 27
ila 39 giin arasinda degismektedir. Kas i¢inden verilen tetanoz antitoksini, atlar disindaki
tiirlerde yaklagik 7 ila 14 giin siiren aninda bagisiklik sagladigi bildirilmektedir. Tetanoza kars1
aninda koruma saglamak i¢in en az 1500 uluslararasi birim (IU) dozda immiinoglobulin, atlara
ve sigirlara boyunlarindan subkutan veya intramiiskiiler olarak verilmelidir. Buzagi, koyun,
keg¢i ve domuza en az 500 IU dozda ve kopeklere en az 250 IU dozda verilmelidir. Antitoksinin
uygulama dozu, fiziksel yaralanmanin boyutuna, yaradaki enfeksiyonun derecesine ve
yaralanmanin meydana gelmesinden itibaren gegen siireye bagl olarak dalgalanmalidir
(Tizard, 2019).

Cizelge 1.3. Tetanoz tedavisinde kullanilan uygulamalar (Malinovska ve ark., 2020)

Antitetanik tedavi uygulamalari ilac grubulan Kullanilan ilaclar

Dolagimdaki tetanospazminin

. 1o . : Antitoksin Tetanoz antitoksini
notralize edilmesi
Penisilin G
C. tetani’nin iiremesinin Antimikrobiyal Amoksisilin-Klavulant-Klindamisin
engellenmesi ilaglar Tetrasiklin

Metronidazol

Diazepam
Norotoksin etkisinin semptonlarini Sakinlestirici ve Metokarbamol
hafifletmek kas gevseticiler Fenotiyazinler

Magnezyum siilfat

1.2.9. Pasif Bagisikhk

Louis Pasteur’iin, kanda bulunan antikorlarin bagisiklik korumasi sagladigini

kesfetmesi iizerinden fazla zaman ge¢medi. Toksin iiretebilen tetanoz veya difteri gibi
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bakteriyel toksinlere kars antikorlar igeren kan serumunun, bagigik bir hayvandan duyarli bir
hayvana ya da insana aktarilabilecegi ve bdylece koruma saglayabilecegi gosterilmistir. Atlar,
boyutlar1 ve uysal olmalar1 nedeniyle bu "antitoksinlerin" birincil kaynagi olmustur. 1920'li ve
1930'u yillarda bu antitoksinler tetanoz ve difteriye disinda, Neisseria meningitides,
Haemophilus influenzae ve Streptococcus pneumoniae gibi patojenlere karsi pasif asilama
amaciyla “Sekil 1.2.”’de gosterildigi gibi yaygin olarak uygulandi. Antitoksinlerden ucuz ve
kullanim1 daha kolay olan penisilin ve streptomisin gibi antibiyotiklerin kesfiyle birlikte
yalnizca tetanoz ve botulizm gibi toksin aracilt hastaliklarda, kuduz gibi viriis hastaliklarinda
ve yilan zehirlenmesinde kullanilmaya devam etti (Tizard, 2019). Antibiyotik kalintilarinin
insan saglig1 iizerindeki etkisi ve antibiyotige direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle,
simdi yeniden 6nem kazanmistir. Hayvanlardan asilandiktan sonra elde edilen poliklonal
antikorlar ve laboratuvarlarda iiretilen monoklonal antikorlar, hem insan hem de hayvan
hastaliklarinin tedavisinde giderek daha fazla kullanilmaktadir (Agunos vd., 2019). Bu amagla
Amerika Birlesik Devletlerin’de iiretilmis olan lisansli poliklonal antikorlar ‘Cizelge 1.4.”’te

gosterildigi gibidir.

HE>—

U

Immune horse serum
(tetanus immune globulin) Unprotected Protected
horse horsa

Sekil 1.2. Pasif bagisiklamanin temel prensibi
Oncesinde etkenle asilanmis bir hayvandan alinan kan serumu, etkene 6zgiil antikorlar icerir. Bu serum, baska bir

memeliye uygulandiginda gecici de olsa aninda koruma saglar (Tizard, 2019).
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Antikorlar, organizmanin antijenik bir molekiile yanit olarak iirettigi proteinlerdir.
Ozgiil hedeflere baglanma Kkabiliyetleri sebebiyle arastirma, tam ve tedavide yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (Pereira vd., 2019). Mevcut olarak poliklonal antikorlarin iiretimi daha ¢ok
fare, sican, kobay ve tavsan gibi laboratuvar hayvanlarinin veya koyun, keci ve at gibi bilyiik
memelilerin kullanilmasi ile gerceklestirilmektedir. Ancak poliklonal antikorlarin iiretim
stire¢leri hayvanlarda ciddi agriya ve strese neden olabilen prosediirleri igermektedir (Karlsson
vd., 2004).

Immiinoglobulinler uygulanmalar1 sonrasinda hemen koruma saglasalar da,
kullanimlar ile ilgili baz1 problemler bulunmaktadir. Ornegin, bir inege veya kdpege attan
elde edilen tetanoz antitoksinleri verilirse, at proteinleri viicutlar1 tarafindan yabanci olarak
tanimlanacak ve hizla yok edilecek bir bagisiklik reaksiyonuna neden olacaktir. Yine farkli
tiirden bir hayvana veya insana tekrarlanan dozlarda at antikorlar1 uygulanirsa, bu durum IgE
iiretimini ve alerjik reaksiyonlar tetikleyebilir. Ayrica dolasimda antijene spesifik yiiksek
seviyelerde bulunan at antitoksinleri, aktif immiinizasyonun etkinligini engelleyebilir (Tizard,
2019).

Cizelge 1.4. ABD'de hayvan sagligi1 amactyla tiretilmis lisansli poliklonal antikorlar (Tizard, 2019)

Ozellik Etkenler

Escherichia coli (+K99)
Rhodococcus equi
Salmonella Typhimurium

Trueperella pyogenes

Clostridium botulinum tip B
Clostridium perfringens tip C ve D
Antitoksinler Clostridium tetani

Crotalidae (¢ingirakl yilan) antivenomu

Sigir Rotavirus-Coronavirus

Antiviral Bat1 Nil Virusii

Son yillarda, tavuklarin hiperimmiinizasyonu sonrasinda yumurta sarisindan
antikorlarin izole edilmesi, 6nemli miktarlarda antikor tiretimi i¢in popiiler bir yaklagim olarak

ortaya ¢ikmaktadir. IgY teknolojisi olarak isimlendirilen bu yontem, anneden yavruya
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antikorlarin aktarildigi dogal pasif bagisiklik ile birlikte antikorlarin transferiyle tetiklenen
yapay pasif bagisikligin temel prensiplerinden faydalanir. Yumurta sarisinda devamli olarak
Ozgiil antikorlarin olusumunu saglayabilmek amaciyla tavuklar diizenli araliklarla spesifik
antijenlerle bagisiklanir. Ardindan kanda olusan ve yumurta sarisina aktarilan spesifik
antikorlar, insan veya hayvan immiinoterapisi ve immiinodiyagnozunda kullanilmak {izere

yumurta sarisindan izole edilir.

1.3. IgY Teknolojisi

1.3.1. Tarihi

Klemperer, ilk olarak, bir tavugun immunizasyonu sonrasinda iiretilen spesifik
antikorlarin (Abs) yumurta sarisina aktarilmasiyla sonuglandigimi gosteren bir deneyi
tanimladi (Klemperer, 1893). Bilim camiasinin hayvan refahini etik bir konu olarak giderek
daha fazla 6n planda tutmasiyla Klemperer'in bulgular1 popiilerlik kazandi. Ilk olarak 1959
yilinda Russell ve Burch tarafindan yapilan "Principles of Humane Experimental Technique”
(Insancil Deneysel Teknigin Ilkeleri) baslikli calismanim yayimlanmasi (Russell vd., 1959) ve
sonraki 20 yilda giderek daha fazla sayida arastirmacinin yaptigi c¢alismalar neticesinde

Klemperer'in sonug¢larinin énemi bilim diinyas1 tarafindan kabul gordii.

1992 yilinda, orijinal kesiften yaklagik bir asir sonra, yumurta saris1 immiinoglobiilinleri
ortak bir arastirma projesinin konusu oldu. Hali hazirda yumurta saris1 antikorlari ile deneyimi
olan cesitli aragtirma gruplart Alman Egitim ve Arastirma Bakanlig1 tarafindan mali olarak
desteklendi ve ¢alismaya basladilar. Bu projenin amaci, tavuk antikorlarinin memelilerden,
ozellikle tavsanlardan elde edilen geleneksel olarak kullanilan poliklonal antikorlar kadar
etkili olup olmadigin1 bulmakti. Filogenetik olarak yiliksek oranda korunmus antijenler séz
konusu oldugunda, tavuk antikorlarinin memeli antikorlarindan bile daha etkili oldugu
gosterildi. Proje, IgY teknolojisinin artan ilgi ve kabul gordiigii alt1 y1l boyunca devam etti.
Birkag¢ yil i¢inde, IgY teknolojisi hayvanlar i¢in geleneksel prosediirlere gore daha az stres

yaratan kabul gérmiis bir alternatif haline geldi (Schade vd., 2000).

"IgY teknolojisi" terimi 1996 yilinda IgY'nin tiretimini ve kullanimini tanimlamak i¢in
kullanilmaya baslandi. 1996 yilinda, Avrupa Alternatif Yontemleri Dogrulama Merkezi
(ECVAM) ¢alistay1, invazif antikor (Ab) 6rneklemesinin neden oldugu agriy1 en aza indirmek

icin memeli IgG'si yerine IgY'nin kullanilmasmi 6nerdi ve IgY ekstraksiyon yontemleri

20



hakkinda bilgi verdi. Calistay, antikor tiretimi i¢in tavuklarin kullaniminin hem hayvan refaht
acisindan bir iyilestirmeyi (kan toplamayi ortadan kaldirarak) hem de hayvan kullaniminda bir
azalmayi (tavuklar, memelilere oranla daha fazla miktarda antikor iiretmektedir) temsil ettigini
bildirdi (Schade vd., 1996). 1999 yilinda IgY teknolojisi, Isvigre Hiikiimeti Veterinerlik
Dairesi (Office Vétérinaire Fédéral) tarafindan hayvan saghigmi desteklemek amaciyla

alternatif bir metot olarak onaylanmistir (Behn, 2000).

1.3.2. IgY Antikorunun Avantajlari

Yumurta sarisi antikorlarinin, temel aragtirmalarda ki kullanimi her gecen giin
artmaktadir. Bu artisin sebebi, tavuklar ile memeliler arasindaki filogenetik farklilik
(heterojenite) nedeniyle, tavuk antikorlarinin, memeli immiinoglobiilinlerine gore ‘Sekil
1.3.”’te gosterildigi gibi belirgin avantajlara sahip olmasindan otiirtidir. 1gY, memeli Fc-
reseptorlerine veya romatoid faktorlere baglanmaz. Bu nedenle tavuk antikorlarinin
kullanilmasi, bazi immiinokimyasal tahlillerde nadiren yanlis pozitiflik verebilir. Antikorlarin
kan plazmasindan yumurta folikiilii yoluyla yumurta sarisina transfer sayesinde, elde edilen
tavuk IgY miktari muazzamdir. Boylece memelilerden alinan kanin yerini aldigi igin
hayvanlara yapilan aci verici invazif uygulamalar en aza indirilir. Tavuklar igin tek tatsizlik

slirecin bagindaki immunizasyondur (Schade vd., 2000).

Yapilan bir ¢alisma, immunize edilmis bir tavugun bir aylik bir siire i¢inde immunize
edilmis bir tavsandan 18 kat daha fazla antikor iirettigini géstermistir (Gottstein vd., 1985).
Farkli bir ¢alismada bir tavugun bir haftada trettigi antikor miktari, 90-100 mililitre (ml)
serum veya 180-200 ml tam kana esdeger oldugu bildirilmistir (Larsson vd., 1993). Yine
yaklagik 1500 miligram (mg) IgY'nin 1 aylik bir siire i¢inde hasat edilebilecegini ve bunun
%2-10'unun spesifik IgY'yi olusturdugu bildirmistir (Schade vd., 1996). Bu, yaklasik 200 mg
olan ve %5'i spesifik antikoru olusturan IgG antikorlarinin verimi ile karsilastirildiginda
oldukga yiiksektir (Tini vd., 2002). Arastirmacilar yumurta tavugunu antikor iiretimi igin
"kiiciik fabrikalar' olarak tanimladilar. Bu isimlendirmenin sebebi, her tavugun her y1l 20
g'm lizerinde IgY iiretebilmesi ve bu iiretiminde ayni1 zaman zarfinda 4,3 tavsanin liretimine

denk olmasidir (Xu vd., 2011).
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Ff___.--—'f reactivity
> Effective alternatrve to
Ig¥ " antibiotics since there is
no development of
Tesistance

Sekil 1.3. IgY’nin avantajlar1 (Zorriehzahra vd., 2016)

IgY antikorlarinin uzun siireli dretimini Saglayacak bagisiklik tepkisi i¢in gereken
antijenik doz miktar1, tavsanlarda gerekenden ¢ok daha az olmasi IgY’nin avantajlari
arasindadir (Gassmann vd., 1990). Ayrica IgY teknolojisi ile yumurta sarisindan antikorlarin
agrisiz toplanabilmesi, agriya neden olan kan alma siirecini ortadan kaldirir. Boylece hayvan
refahinin temel amaci olan agriya sebep olan uygulamalarin azaltilmasi ilkesini de kargilamis

olur (Larsson vd., 1993; Tini vd., 2002).

Ek olarak, tavuk yetistirmek laboratuvar memelilerini kullanmaktan daha disiik
maliyettedir ve idaresi daha kolaydir (Gassmann vd., 1990). Bu nedenle, yumurta sarisi
antikorlarmin tiretimi, memeli IgG’sinin iiretiminde kullanilan yontemlere gére hem daha
hijyenik hem de ekonomik bir yontemdir (Mine vd., 2022). Antibiyotiklerin aksine, yumurta
saris1 antikorlar1 gevre dostudur ve herhangi bir olumsuz etki, direng veya toksik kalint1 ortaya

¢ikarmaz (Coleman, 1999).
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1.3.3. 1gY Antikorunun Ozellikleri

1.3.3.1. Yapis1

Tavuklarda; immunglobulin Alfa (IgA), immunglobulin Mi (IgM) ve immunglobulin
Upsilon (1gY) olmak {izere ti¢ farkli immunglobulin sinifi bulunmaktadir. Tavuklarda bulunan
IgA ve IgM, memelilerde ki benzerleriyle hem yapisal hem de islevsel olarak benzerlikler
gosterir. Kan serumda ve yumurta sarisinda baskin antikor grubu olan IgY, fonksiyon
bakimindan memeli IgG'sine benzedigi i¢in 1gG olarak kabul gormistiir (Gadde vd., 2015).
Ancak arastirmacilar 1969 yilinda tavuk serumunda ve yumurta sarisinda bulunmakta olan
immunglobulinlerin yapisal farkliliklardan 6tiirti 19G yerine IgY olarak isimlendirilmesini
teklif edilmistir (Leslie vd., 1969). IgG ve IgE'nin evrimsel atasi olarak kabul edilen IgY’ler,
kuslar diginda, amfibiler, stiringenler ve akciger solunumu yapan baliklarda baskin olan serum
antikorlaridir (Leslie vd., 1969; Warr vd., 1995).

Yumurta igerisinde 1Y antikorlar1 daha ¢ok yumurta sarisinda bulunurken, IgA ve IgM
antikorlar1 yumurta beyazinda yogunlasmaktadir (Gadde vd., 2015). IgY molekiilii, her biri
yaklagik 65 kilodalton (kDa) agirlikta iki agir zincir (H) ve her biri yaklasik 25 kDa'lik iki
hafif zincir (L) ile 1gG'ye benzer bir yapidadir (Pereira vd., 2019). 1gG'ye (~150 kDa) kiyasla
IgY daha biiyiik molekiiler kiitlesine (~180 kDa) sahiptir. IgY antikorunun agir zinciri, Y harfi
veya Yunan alfabesinin yirminci harfi upsilon (v) ile gosterilir (Gadde vd., 2015; Warr vd.,

1995). IgG ve IgY'nin molekiiler yapilari ‘Sekil 1.4.”’te agiklanmustir.

IgY'nin hafif zincirinde, IgG’de oldugu gibi bir adet sabit bolge (CL) ve bir adet
degisken bolge (VL) bulunmaktadir. IgY ve IgG arasindaki temel farklilik agir
zincirlerindedir. IgG’nin agir zincirinde ti¢ adet sabit bolge (CH1-CH3) bulunurken IgY’de,
dort adet sabit bolge (CH1-CH4) yer almaktadir (Pereira vd., 2019). Birgok arastirma, 1gY'nin
CH3 ve CH4 alanlarinin, IgG'nin CH2 ve CH3 alanlariyla denk oldugunu gostermistir (Fellah
vd., 1993; Magor vd., 1994; Parvari vd., 1988; Warr vd., 1995). Ancak IgG'nin CH2'sinde,
IgY'min CH2 bolgesine esdeger bir alan yoktur. Ciinkii yerini katlama bolgesine birakmistir
(Fellah vd., 1993; Parvari vd., 1988). IgY, IgG'den daha az esnektir. Bunun sebebi IgY ’nin,
IgG'de bulunan CH1 ve CH2 alanlar arasinda yer alan katlama bdlgesinden yoksun olmasidir
(Shimizu vd., 1992). Bununla birlikte, katlanma bélgesi bulunmayan IgY molekiiliine, CH1-
CH2 ve CH2-CH3 alanlarinin sinirlarinda bulunan kisa prolin ve glisinden yogun bdlgeler
sinirli miktarda esneklik kazandirir (Warr vd., 1995).
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IgY ve IgG arasindaki yapisal ve filogenetik farkliliklar, farkli biyokimyasal ve
molekiiler etkilesimlere yol agar. IgY, memeli Fc reseptorlerini veya romatoid faktorleri aktive
etmez (Larsson vd., 1992). Ayrica protein G ile baglanamaz (Akerstrom vd., 1985) ve insan
anti-fare antikorlari (HAMA) ile reaksiyona girmez (Carlander vd., 1999). IgY ve IgG

arasindaki farkliliklar ‘Cizelge 1.5’te 6zetlenmistir.

Antigen binding Antigen binding
site site

Antigen Antigen

Mammalian IgG Avian IgY

Sekil 1.4. 1gG ve 1gY'nin molekiiler yapilar

Zincirler arasidaki kirmiz1 renkli ¢izgiler agir ve hafif zinciri birbirine baglayan disiilfit baglarinin yerlerini
belirtir. 19Y, IgE'ye benzer sekilde ek CH4 alanina sahipken, 1gG'de CH1 ve CH2 arasinda yer alan katlanma
bolgesinden yoksundur (Lee vd., 2017).

IgY'nin izoelektrik noktast (pI), IgG'ye kiyasla énemli dlgiide diisiiktiir. insan IgG'nin
ortalama izoelektrik noktasi kabaca pH 6,8 iken IgY'ninki yaklasik pH 5,8'dir (Polson vd.,
1980). Yapilan bir arastirmada, izoelektrik odaklanma ile tavsan IgG ve yumurta saris1 IgY'nin
pl degerleri hesaplamis ve sirasiyla 6,1-8,5 ve 5,5-7,6 arasinda tespit edilmistir. Ayni
caligmada IgY'nin yiizeyinin, 1gG'ninkinden daha hidrofobik oldugu bildirilmistir. Bu durum,
IgY nin Fc bolgesinin (antikor molekiiliiniin en hidrofobik kism1) IgG'nin Fe bolgesinden daha

biiylik olmasi ile agiklanmistir. IgY'nin hidrofobik 6zellikte olmasi, lipitlerden zengin olan
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yumurta sarisinda bol miktarda bulunmasina olanak saglamaktadir (Davalos-Pantoja vd.,

2000).

Cizelge 1.5. 1gG'ye kiyasla IgY'nin 6zellikleri (Zhang vd., 2021)

Ozellikler

lgY

1gG

Ttirler

Kuslar, siiringenler, amfibiler
ve akcigerli baliklar

Memeliler

Antikor alt smiflari

Yok

19G4, 1gG2, 1gG3 ve 1gG4

Antikor kaynagi

Yumurta

Kan serumu

Antikor 6rneklemesi

3R hayvan refahi ilkelerini
karsilar

Ac1 verici olabilir

Hayvan basina ortalama

50-100 mg/yumurta sarisi

5 mg/ml/kan, ayda 40 ml’ye

antikor kadar kan toplama
Hayvan basina aylik antikor 1000-2800 mg/tavuk/aylik 200 mg/tavsan/aylik
Antijene 6zgi antikor miktar Toplam antikorun %0,5-10 Serumda 50-200 pg/ml
Molekiiler agirlik (kDa) 180 150
[zoelektirik noktasi 5,5-7,6 8,5e kadar

pH stabilitesi

pH 3,5-11/ kararli

pH 2-11/ kararh

Proteolitik bozulma

Pepsin, papain

Pepsin, papain, tripsin ve
kimotripsin

Is1 kararlilig

65°C kararl1 > 2 ay
100°C > 6 dakika
4°C> 6 ay

Genel olarak IgY’den yiiksek

Zincir tipi/alan sayisi/katlanma

v zincir/3 sabit alan/yok

y zincir/2 sabit alan/var

bolgesi
Fc reseptorlerine baglanma Hay1r Evet
Romatoid fak‘gor ile capraz Hayir Evet
reaksiyon
Insan anti-fare antikoru ile Hayir Evet

(HAMA) capraz reaksiyon

1.3.3.2. Stabilitesi

IgY antikorlar1, saklama ve isleme sirasinda oldukea kararlidir. Yapilan bir arastirmada,
6 ay boyunca oda sicakliginda veya +4°C'de saklanan yumurtalarda IgY'nin stabilitesi
incelenmistir. Arastirma sonucunda IgY aktivitesinde hicbir kayip olmadigi ve yumurtalarin 6
ay siire ile toplanip sonrasinda IgY'nin saflastirmasinin birlikte yapilabilinecegi bildirilmistir
(Nilsson vd., 2012). Bir bagka arastirmada, IgY antikorlarinin aktivitelerinde ciddi 6l¢iide bir
kayip olmadan +4°C'de 5 ila 10 y1l kadar saklanabilecegi bildirilmistir (Larsson vd., 1993).
Ayni arastirma 1gY antikorlarinin oda sicakliginda 6 ay veya 37°C'de 1 ay saklandiktan sonra
bile etkinligini korudugunu gosterilmistir. Bu konuda yapilmis olan diger bir arastirma, izole

edilen IgY soliisyonlar1 igerisine mikrobiyal iiremeyi Onlemek i¢in %0,02 sodyum azid
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(NaN3), 9%0,03 timerosal veya 50 mikrogram/mililitre (ng/ml) gentamisin eklenmesi
sonrasinda birkac yila kadar +4°C'de aktivite kaybi olmadan saklanabilecegi bildirmistir
(Schade vd., 2005).

IgY antikorlarim uzun siireli saklayabilmek i¢in en ¢ok tavsiye edilen yol, bu
soliisyonlarin  -20°C'de dondurulmasidir. Bunun nedeni, -70°C'de saklamanin IgY
aktivitesinde %50'ye varan oranda kayiplara neden olabilecegidir (Schade vd., 2000).
Dondurma ve liyofilizasyon islemleri birden ¢ok kez tekrarlanmadigi siirece IgY stabilitesi
tizerinde 6nemli bir degisiklige yol agmaz (Shimizu vd., 1988). Az sayida rapor, minimum
antikor aktivitesi kaybindan bahsetmektedir, ancak bazi aragtirmalcilar dondurarak kurutma
isleminin ardindan IgY'nin ¢6zinirliigiinde ciddi 6lgtide bir kayip oldugunu bildirmislerdir
(Chansarkar, 1998; Sunwoo vd., 2002). IgY preparatlari, antikor aktivitesini kaybetmeden
uzun siireli depolayabilmek i¢in sprey ile kurutulabilir. Liyofilizasyonun bakteri tiremesini
azaltmada ve saflastirilmis IgY'nin yapisal biitiinliigiinii korumada etkili olmasina ragmen,
sprey kurutmanin daha uygun maliyetli bir alternatif oldugu rapor edilmistir (Yokoyama vd.,
1992).

Yumurta sarist antikorlari 1stya kars1 mukavemetleri oldukga yiiksektir. Ancak yiiksek
sicakliklarda stabiliteleri ve baglanma aktiviteleri azalir. Arastirmacilar yumurtalarin kaynar
suda alti dakika pisirildiginde IgY yogunlugunun azalmadigimi, fakat onuncu dakikanin
ardindan antikor yogunlugunun ve aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir (Losch vd., 1986).
Bir bagka galigmada IgY'nin 30 dakika 70°C'de isitilmasinin ardindan antikor aktivitesinin
yaklasik %50'sini koruyabildigi, fakat 80°C'de 10 dakika 1sitildiktan sonra yalnizca %10
aktivitesini korudugu bildirilmistir (Hatta vd., 1993). Ote yandin farkli bir arastirmada, 1gY
antikorlarinin, 60°C ila 70°C arasindaki sicakliklarda sabit bir aktiviteye sahip oldugu, 15
dakika siireyle 70°C'ye 1sitilmalarinin ardindan aktivitelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunu
koruyabildigi bildirilmistir (Shimizu vd., 1992). Ek olarak, IgY c¢ozeltisine %30-50
(agirlik/hacim) sakkaroz veya invert sekerin dahil edilmesinin, 75-80°C araligindaki
sicakliklarda 1s1 denatiirasyonunu etkili bir sekilde onlendigi gosterilmistir (Shimizu vd.,
1994).

Yumurta saris1 antikorlar1 pH 4 ile pH 11 arasinda stabil aktivite gosterir. Buna kargin
IgY'nin aktivitesinin pH 3 'te biitliniiyle durdugu bildilmistir (Shimizu vd., 1988; Shimizu vd.,
1992). Yapilan farkli caligmalar, pH 3,5'un altina geldiginde IgY baglanma aktivitesinin geri
dondiiriilemez kaybi ile benzer sonuglar gostermistir (Hatta vd., 1993; Lee vd., 2002; Losch
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vd., 1986; Schmidt vd., 1989). Bu aktivite kaybi, IgY'de diger memeli IgG'lerinden daha hizli
ilerleyen antijen baglama bdlgesine zarar veren konformasyonel degisikliklere baglanabilir
(Shimizu vd., 1993). Sekerler, kompleks karbonhidratlar veya %30-50 sorbitol dahil olmak
tizere stabilizatorlerin eklenmesi, IgY'nin asit kaynakli inaktivasyonunu onleyebilir (Lee vd.,
2002; Shimizu vd., 1994). Alkali kosullar altinda, IgY antikorlarinin aktivitelerinin pH 11'e
kadar stabil oldugu ancak pH’nin 12 veya daha yiiksek olmasi durumunda ciddi Slgiide
azaldig1 bildirilmektedir (Losch vd., 1986; Shimizu vd., 1992).

IgY'nin oral uygulanabilirligi biiyiik dl¢iide mide ve bagirsaklardaki enzimlere karsi
stabilitesine baglidir. Arastirmalar, IgY antikorlarinin, trypsin ve kimotripsine karsi kismi
direng gosterse de, ozellikle asidik ortamlarda pepsin sindirimine karsi olduk¢a duyarli
olduklarimi gostermektedir (Jaradat vd., 2000; Otani vd., 1991; Reilly vd., 1997; Shimizu vd.,
1988). Pepsin enziminin IgY tizerindeki proteolitik aktivitesi pH 5'te sonlanir ve antikorlar
hem antijen baglama hem de hiicre agliitinasyon aktivitelerini korur. Ancak pH <4,5'ta bu
aktivitelerin her ikisinin birden ortadan kalktig: bildirilmektedir (Schmidt vd., 1989; Shimizu
vd., 1988). IgY antikorlar1 tizerinde tripsinin, kimotripsinden daha giiglii inaktive edici etkiye
neden oldugu Schmidt vd. (1989)’nin yaptiklar1 g¢alismada bildirilmistir. Ayrica yumurta
sarisi, yumurta stispansiyonlari ve izole edilmis IgY antikorlari in vitro ortamda tripsin ve
kimotripsin ile 3 saat inkiibasyona birakilmis ve sonrasinda IgY antikorlarmin tripsin
tarafindan tamamen inaktive edildigi, kimotripsin tarafindan ise biiyiik 6l¢tide inaktive edildigi
gOriilmiis. Buna karsin yumurta sarisi ve yumurta siispansiyonlariin antikor aktivitesinde
daha da artig oldugu rapor edilmistir. Bu, yumurta igerisinde yer alan ve tampon gorevi géren
diger protein bilesenlerden kaynaklanir. Bu nedenle, bagirsaktaki IgY'nin stabilitesi, yas,
saglik durumu, beslenmeyle iligkili olan mide pH's1 ve enzim seviyeleri gibi bir takim

faktorlere baglidir.

IgY'nin stabilitesine iliskin yapilmis calismalardan elde edilen sonuglarin ¢ogu,
laboratuvar ortaminda elde edilmistir. Cesitli ¢aligmalar, agizdan uygulanan antikorlarin
bagirsaktan gectikten sonra biyolojik olarak aktif formlarmi korudugunu gostermistir
(Berghman vd., 2005; Carlander vd., 2000; Reilly vd., 1997). Yemlerde, yumurta sarisinda ve
biitiin yumurta matrisinde IgY stabilitesi gosteren daha fazla in vivo ¢aligmalarim yapilmasi,

IgY’nin ticari uygulamalarda kullanim potansiyeli agisindan 6nemlidir.
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1.3.3.3. Etki Mekanizmasi

Ag1z yoluyla uygulanan yumurta saris1 antikorlarinin etki mekanizmalar1 kesin olarak
aciklanamamaktadir. Ancak bu mekanizmanin biiyiik 6l¢iide antijen-antikor etkilesimleri
sonucu oldugu bilinmektedir (Rahman vd., 2013). IgY'nin koruyucu etkisini agiklamak i¢in
cesitli teoriler ortaya atilmistir. Birincil mekanizma, antikorlarin patojenler tizerindeki belirli
antijenlere baglanmasini, dolayisiyla bunlarin biyolojik islevlerini veya ¢ogalma yeteneklerini
bozmasini igerir. IgY antikorlari, bakterilerin flagella (kamg¢1), fimbria (pili), dis zar proteinleri
ve lipopolisakkarid gibi antijenik 6zellige sahip yapilarina baglanarak bunlarin bagirsak
duvarina yapigsmasini engeller (Jin vd., 1998; Peralta vd., 1994; Tsubokura vd., 1997,
Yokoyama vd., 1998). Bakterilerin bagirsak hiicrelerine yapismasindaki bu azalma, bagirsak
hiicreleri i¢indeki patojenlerin ¢ogalmasini ve kolonizasyonunu azaltir (Girard vd., 2006; Jin
vd., 1998; Lee vd., 2002; Sugita-Konishi vd., 2000; Sunwoo vd., 2002). IgY'nin antijenler
tizerindeki diger etki mekanizmalari arasinda, hareketsizlestirme vasitasiyla Olimle
sonuglanan bakteriyel agliitinasyon, toksinlerin nétralizasyonu (Wang vd., 2011) ve enzim
aktivitesinin engellenmesi bulunmaktadir (Rahman vd., 2013). Spesifik IgY'nin bakterilere
baglanmasi ayrica bakteriyel hiicresel sinyal olaylarini degistirebilir ve boylece bunlarin toksin

iretimini ve salinmasini azaltabilir (Xu vd., 2011).

1.3.4. 1gY Uretimi

IgY antikorlarinin iiretiminde, bagisiklama sonucu olarak antikor gelisimi ve tretimi
pek tahmin edilebilir olmamasi sebebiyle farkli bagisiklama protokolleri ve bunlarin gesitli
Onerileri kullanilabilmektedir. Antikor titreleri antijenin tipi, dozu ve uygulama yolu,
kullanilan adjuvant tipi, asilama sikligi, tavugun yasi, Cinsi ve gelisme agamasi gibi gesitli
faktorlerden etkilenebilir (Chalghoumi vd., 2009; Schade vd., 2005). Bu farkli degiskenleri
gozlemleyerek IgY elde etmek igin cesitli protokoller uygulanmistir (Michael vd., 2010;
Schade vd., 2005). Temel olarak, her vakada yiiksek antikor titrelerine ulasabilmek amaciyla
farkli antijenler ve hayvanlar i¢in ¢oklu asilama protokolleri test edilmistir (Michael vd.,
2010). Tavuklarda etkene spesifik IgY iretmek amaciyle karmasik yapidaki antijenler
(virtisler, bakteriler ve parazitler) ve daha basit yapidaki antijenler (proteinler, polisakkaritler,
peptitler ve niikleik asitler) gibi farkli antijenik yapilar kullanilmistir (Chalghoumi vd., 2009).
Elde edilen veriler tavuklarin protein yapidaki antijenler ile immunize edilmeleri sonrasinda

genel olarak spesifik antikorlar1 trettigini gostermistir. Ancak yeterli seviyede bagisiklik
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tepkisi elde edilebilmesi i¢in gereken en diisiik antijenik molekiil agirliginin, memelilerde ve
tavuklarda benzer olup yaklasik olarak 5 ila 10 kDa araliginda oldugu bildirilmektedir (Schade
vd., 2000). Yumurta saris1 antikorunun iiretimi ve pazar durumunun sematik anlatimi ‘Sekil

1.5.”’te agiklandig gibidir.

Yiiksek miktarda antikor titrelerinin olusumunu tetikleyebilmek igin adjuvantlarin
kullanimina ihtiyag duyulur. Bu amagla kullanilan adjuvantlar igerisinde Freund'un Tam
Adjuvanti (FCA), "altin standart" olarak kabul edilir ve bagisiklama amaciyla en ¢ok
kullanilan adjuvantdir (Schade vd., 2000). Ancak FCA, yiiksek seviyede antikor titrelerinin
olusumunda en giiclii etkiye sahip olmasma karsin, uygulandigi alanlarda siddetli
inflamasyonlara yol agabilmektedir (Chalghoumi vd., 2009). Bazi g¢aligmalar, FCA ile
asilamanin memelilere oranla tavuklarin tolerasyonunun daha fazla oldugu ve tavuklarda doku
hasar1 olusturmadigini gostersede (Bollen vd., 1996; Gassmann vd., 1990), tavuk
bagigiklamak i¢in FCA kullanan farkli ¢aligmalar bu sonuglarla ¢elismektedir (Olbrich vd.,
2002; Wanke vd., 1996).

Freund'un tamamlanmamis adjuvanti (FIA), FCA'nin en iyi alternatiflerinden birisidir
ve FCA'dan farkli olarak mikobakteri igermez (Schade vd., 2000). immunizasyon igin ilk
bagisiklama genellikle FCA kullanilarak yapilirken sonraki bagisiklamalarda, enjeksiyon
bolgesinde inflamasyon olusmamasi igin FIA ile gergeklestirilmesi hayvan refahi agisindan

daha giivenilir bir yontemdir (Lupicka-Stowik vd., 2014; Reddy vd., 2013).

Tavuklarda IgY iretimi i¢in en yaygin antijen uygulama yolu, immunizasyonun
genellikle gogiis kasina yapildigi kas i¢i (i.m.) yoldur. Bu ydontem daha ¢ok geng¢ yastaki
tavuklar i¢in uygundur. Zira boyundan yapilan deri alt1 enjeksiyon (s.c.) daha zor olabilir ve
hayvani gereksiz strese sokar. Yine bagisiklamanin bacak kasindan yapilmasi topalliga neden
olabilir, dolayisi ile bu bolgeye enjeksiyon isleminden kaginilmalidir (Schade vd., 1996).
Ayrica, non-invaziv bir yOntem icin, antijen uygulamasi islemi agiz yoluyla da

gergeklestirilebilecegi bildirilmektedir (Thibodeau vd., 2017).
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Sekil 1.5. Yumurta saris1 antikorunun tiretimi ve pazar durumunun sematik anlatimi (Yakhkeshi vd.,
2022)

(A) Veteriner hekimlik ve beseri hekimlik alanlarinda IgY bazlh iiriinler iireten girket sayisi. (B) Birincil antikor
(pAb), ikincil antikor (sAb), monoklonal ve poliklonal antikorlar ile teshis kitleri. ELISA; enzime bagh
immiinosorbent deneyi, IC; immiinositokimya, IHC; immiinohistokimya, FC; akis sitometrisi, WB; western blot
(YYakhkeshi vd., 2022).

Gerekli olan immunizasyon sayisi, kullanilan adjuvanta, verilen antijenin 6zelliklerine
ve uygulama dozuna gore degismektedir. Istenilen seviyede antikor elde etmek igin, tavuklar
yumurtlama doénemine girmeden 6nce dort veya alti hafta aralikla en az iki bagigiklama
yapilmasi 6nerilmektedir (Pereira vd., 2019). Elde edilen IgY titreleri, son immunizasyondan
14 giin sonra 6l¢iilmelidir. Antikor titrelerinin istenilen seviyenin altinda ¢ikmasi durumunda,
artirmak i¢in yumurtlama donemi boyunca daha sik bagisiklama yapilmasi onerilmektedir
(Schade vd., 1996). Yumurta sarisi antikorlarinin titrelerindeki artig, immunizasyon
uygulamasimi takip eden 14. giinden (Sui vd., 2011; Wen vd., 2012) ya da antijen
inokiilasyonunun ardindan besinci hafta itibari ile gozlemlenebilmektedir (Grzywa vd., 2014).
Istikrarl1 bir artisin ardindan, antikor titresinde en yiiksek seviyeye ulasir ve stabilizasyon
meydana gelir. Bundan sonra kademeli olarak azalir (Wen vd., 2012). Ancak takviye
immunizasyon uygulamalariyla, yumurta saris1 antikorlarmi yiiksek titrelerde 150 giinden

daha fazla tutulabilecegi bildirilmistir (Meenatchisundaram vd., 2011).

Yumurta sarist antikorlarinin izolasyonu, su igerisinde ¢oziinebilen bir form

olusturabilmek amaciyla oncelikle lipidlerin uzaklastirilmasi ve sonrasinda burada bulunan
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antikorlarin ¢okelmesi yoluyla gergeklestirilir. Yumurta sarisindan IgY elde etmek igin;
polietilen glikol ¢okeltme metodu, suyla seyreltme metodu, amonyum veya sodyum siilfat
cokeltme metodu, dekstran siilfat ¢cokeltme metodu, 6nceden sogutulmus propan ve aseton
metodu ve suyla seyreltme, ultrafiltrasyon metodu gibi cesitli ekstraksiyon metotlar
mevcuttur. Mevcut bu yontemler arasindan ‘Sekil 1.6.”’da gosterilen Polson’un bildirildigi
polietilen glikol ¢okeltme yontemi yaygin olarak kabul gormektedir (Schade vd., 2000). Buna
karsin uygun yontemin se¢imi, farkli saflastirma dereceleri gerektirebilen amaca, ekstraksiyon

6lgegine, maliyete ve mevcut teknolojiye baglidir (Chalghoumi vd., 2009).

Polyethylene glveol (PEG) precipitation

(Podson ef al, F9R0)

I part of egg yolk + 2 parts of PBS (pH 7 5) + pulvenized
PEC GO0, 3 5 %5 {awiv] st well
ingishate Far 20 men at BT,

cemrifuge for 10 min (14 000 x g, RT)

decant carefully
1. vellow Gty layer laver | and 2

abaorhent cotion
{Fatty layer)

SLpernatant
dascard

J ai b
Supernaiang

discard
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Sekil 1.6. PEG 6000 ¢okeltme yoluyla IgY ekstraksiyonunun sematik diyagrami (Polson vd., 1980)

PEG 6000 ¢okeltme yoluyla IgY’nin ekstraksiyonu, oncelikle yumurta sarisinin
beyazdan ayrilmasini ardindan yumurta sarisinda bulunan antikorlarin lipidlerden ve yumurta
iceriginden arindirilarak saflastirllmasini igerir (Karlsson vd., 2004). Bu yontem IgY’ nin
izolasyonunda en yaygin basvurulan metottur. Yagli maddelerin uzaklastirilmasina yonelik
teknik, %3,5 PEG 6000 ile birlikte fosfat tamponlu salinde (PBS) seyreltilmis yumurta
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sarisinin santrifiijlenmesini igerir. Daha sonra, birinci adimin siipernatanindan, antikorlari

cokeltmek i¢in %8,5 ve %12 PEG 6000 ile iki kez santrifiijlenir (Polson vd., 1980).

Tavuklar, yumurta sarist igerisinde 100 ila 150 mg IgY antikoru iiretebilir ve bunun
yaklagik %1 ila %10'a spesifik antikorlart olusturur (Michael vd., 2010). Bir yilda, tek bir
yumurtlayan tavuk 17 ila 35 g toplam IgY {iretir (Schade vd, 2006). Arastirma i¢in IgY {iretimi
esas olarak tavukta yapilmakta, tavuklar i¢in kullanilan benzer bir bagisiklama protokolii
kullanilarak kaz (Fink vd., 2017), bildircin (Najdi vd., 2016) gibi diger kuslarda ayn1 amagla
kullanilabilmektedir.

1.3.5. 1gY'nin Terapotik ve Profilaktik Uygulamalar:

Bulagict hastaliklara kars1 spesifik olarak iretilen poliklonal yumurta sarist
antikorlarimin kullanilmas1 mikrobiyal direng olasiligini en aza indirir. Bu nedenle spesifik IgY
antikorlar1, direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina karsin insan ve hayvan sagliginda
antimikrobiyal amagla kullanim i¢in uygun bir segenektir (Rahman vd., 2013). Bu amagla
gastrointestinal ajanlara yonelik olarak IgY’nin antibakteriyel aktivitesi genis c¢apta
aragtirtlmigtir. 1gY'nin oral uygulamalarinin, sigir ve insan rotaviriisleri, enterotoksijenik
Escherichia coli ve Salmonella ssp. gibi gesitli gastrointestinal etkenlerin tedavisinde basarili
ile sonuglandig1 kanitlanmustir (Karlsson vd., 2004). Insan rotaviriisii (HRV), akut infantil
gastroenterit olusumuna katkida bulunan etkenlerin basinda yer alir ve ortalama yilda bir
milyondan fazla 6liimle neden olur. Ug farkli rotaviriis serotipi (fare, insan ve maymun) ile
bagisiklanmis tavuk yumurtalarindan izole edilen 1gY'nin oral yolla kullanilmasinin, rotaviriis
pozitif farelerde ishali dnleyebildigi bildirilmistir (Hatta vd., 1993; Yolken vd., 1988).

Yumurta sarisi antikorlarmin influenza viriisiine karst koruyucu etkisi kapsamli
aragtirmalara konu olmustur. Yapilan bir c¢alismada Vietnam'daki marketlerde satilan
yumurtalardan Avian Influenza A (H5N1) virisiine kars1 IgY izole edilmistir. Sonrasinda elde
edilen anti-H5N1 IgY, farelerde H5N1 ve H5N2 ile enfekte edilmeden oncesinde ve
sonrasinda intranazal olarak uygulanmis ve hastaligin baslamasini kesin olarak onledigi
bildirilmistir (Nguyen vd., 2010). Yine Influenza B viriisiine karsi IgY’nin koruyucu etkisi
arastirilmis ve anti-Influenza B I1gY, intranazal olarak uygulandiginda, viriise maruz kalmadan
once uygulanan farelerde influenza gelisimini onledigi ve enfeksiyon sonrasi tedavi edilen
farelerde ise hastaligi hafiflettigi rapor edilmistir (Wen vd., 2012). Ayrica kiimes

hayvanlarinda enfeksiyona yol agan, Newcastle disease viriisii (NDV), Enfeksiy6z bursal
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hastalik viriisii (IBDV), Influenza ve Reoviriise karsi etkili IgY’ler tiretilmistir (Aizenshtein
vd., 2016). Tiim bu arastirmalar yumurta saris1 antikorlarinin gesitli viral ajanlara karg1 koruma

sagladigini ve IgY ile pasif immunizasyonun miimkiin olabilecegini géstermektedir.

Enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC), ishal olusumu nedeniyle bir diger 6nemli
saglik sorunu olmaya devam etmektedir. ETEC, yeni dogan buzagilar, domuz yavrulari,
cocuklar ve gelismekte olan bdlgelere seyahat edenler arasinda enterik kolibasillozun en
yaygin nedenidir ve yilda ortalama bir milyon 6liime yol agmaktadir (Mine vd., 2002). ETEC
enfeksiyonlarina kargi anti-ETEC IgY'nin sagladigi koruyucu etkisi domuz yavrular1 ve
buzagilarda aragtirllmis ve her ikisinde de enfeksiyona bagli olusan ishali kontrol altina
alabilen profilaktik ve terapétik bir yaklagim sundugu goriilmiistiir. Anti-ETEC IgY'nin agiz
yolu ile kullanilmasinin hayvanlarda gastrointestinal enfeksiyonlarin profilaksisinde basarili
oldugunun kanitlanmasi, insanlarda, bilhassa bebeklerde ETEC enfeksiyonlarimni

onleyebilecegi diistiniilmektedir (Ikemori vd., 1992; Yokoyama vd., 1992).

Salmonella spp. gida kaynakli zehirlenmelerinin 6nde gelen sebeplerindendir. Etken
viriilans ile ilgili dig zar proteinleri, lipopolisakkaritler, flagella ve bazi suslarda fimbrial
antijenler gibi ¢esitli yiizey bilesenlerine sahiptir (Mine vd., 2002). Salmonellozun kontrol
edilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, buzagilar ve farelerde etkenin dis zar proteinleri,
lipopolisakkaritleri, veya flagella antijenlerine kars1 tiretilen spesifik 1gY'nin koruyucu etkisi
arastirilmistir. Arastirma sonucunda, etkene spesifik IgY antikorlart uygulanan tavuklarin
hayatta kalma oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Yokoyama ve ark., 1998). Ayrica
IgY'nin in vitro olarak Salmonella Enteritidis'in insan bagirsak hiicrelerine yapismasini

engelledigi de rapor edilmistir (Sugita-Konishi vd., 1996).

C. difficile sporlarina kars1 oral IgY uygulamasinin, enfeksiyondan once tedavi edilen
farelerde hem ishal baslama siiresini geciktirdigi hem de tekrarimni azalttig1 gézlenmistir. Bu
yizden, C. difficile enfeksiyonunun Onlenmesinde enfeksiyon gegirmis kisilerin
bagirsaklarinda kalan sporlar1 ortadan kaldirmak ve ishalin tekrarini azaltmak amaciyla
immiinoterapdtik olarak spesifik IgY kullanilabilecegi rapor edilmistir (Pizarro-Guajardo vd.,
2017). 1gY'nin Helicobacter pylori'ye karsi terapotik etkisi, hem tiim hiicreye hem de spesifik
proteinlere yonelik antikorlar araciligiyla biiyiik dl¢iide incelenmistir. Anti-H. pylori IgY'nin
oral uygulamasi, in vitro olarak H. pylori biiyiimesini inhibe ettigi ve doku iizerinde nétrofil
ve lenfosit infiltrasyonunda oOnemli bir azalma ile farelerde mide iltihabin azalttig:

goriilmistiir (Malekshahi vd., 2011).
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IgY'nin solunum yolunda enfeksiyonlara neden olan bakteriyel patojenlere karsi
koruyucu etkisi de incelenmistir. Bu amagla firetilen anti-Mycobacterium tuberculosis
IgY’lerin, sicanlarda doza bagli olarak periferik kan mononiikleer hiicrelerinin ¢ogalmasini
sagladigi tespit edilmistir. Hiicresel bagisiklik tepkisini uyaran sitokin aktivitesinde artig
gozlenmistir. RT-PCR analizi, interlokin-2 (IL-2) ve interferon gama'nin (IFN-y) mRNA
miktarlarinin arttigini tespit edilmistir. Bu bulgular, iiretilen anti-M.tuberculosis 1gY'nin,
bagisiklik tepkisini uyaran bir immiinoterapétik olarak 6nemli potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir (Sudjarwo vd., 2017). Yine Acinetobacter baumannii'nin ¢ok ilaca direngli
suslarina kars1 tiretilen spesifik IgY’lerin laboratuvar ortaminda farelerde bakteri tiremesini
durdurdugu, enfekte farelerin 6liim oranini ciddi oranda azalttig1 ve akciger inflamasyonunu
yatistirdigi bildirilmistir (Shi vd., 2017).

IgY’nin ayn1 zamanda Prevotella intermedia'nin neden oldugu dis eti enfeksiyonlarina
kars1 terapotik etkisi de arastirilmistir. Spesifik 1gY’nin, sivi ortamda bakteriyel tiremeyi
inhibe ettigi ve P. intermedia kaynakli dis eti iltihabi olan farelerde terapotik aktivite
gosterdigi rapor edilmistir (Hou vd., 2014). Yine sivi ortamda Fusobacterium nucleatum'a
kars1 iretilen terapotik IgY'min biyofilm olusumunu engelledigi gosterilmistir. Anti-F.
nucleatum IgY’nin periodontal hastaligi olan farelerde enfeksiyondan sonra uygulandiginda
kemik kaybin1 azaltigi ve dolayisiyla terapotik bir fonksiyonun olduguda bildirilmistir (Xu
vd., 2012). Ayrica IgY'nin dis ¢iiriiklerini 6nleme potansiyeli iizerine bir¢ok arastirmalar
yapilmigtir. Yapilan bir c¢alisma, farelerde ¢iirik olusumuna neden olan Streptococcus
mutans'a kars1 IgY igeren soya fasulyesi siitiiniin etkisi arastirildi. Bu siitle beslenen farelerin,
dis biyofilmindeki S. mutans miktarinda azalma tespit edildi ve soya fasulyesi siitiiniin
alimasindan 15 giin sonra bile tiikiiriikte halen IgY nin bulundugu rapor edildi (Bachtiar vd.,
2015). Ayni1 arastirmacilar farkli bir ¢alismada, S. mutans'in ¢ekirdek algilama sinyal reseptorii
olan ComD proteinine Kkars1 spesifik IgY’lerin etkisi incelendi. Antijene spesifik olarak
tiretilen anti-ComD 1gY’lerin, in vitro olarak, ¢iiriigii olan ve olmayan Kkisilerin agiz

boslugundan S. mutans'in biyofilm olusumunu dnledigi goriildi (Bachtiar vd., 2016).

Suda yasayan canlilarda enfeksiyona neden olan etkenlere karsi da yumurta sarisi
antikorlarmin antibakteriyel etkisi arastirilmistir. Karideslerin (Litopenaeus vannamei) ana
6liim nedeni olan Vibrio spp.'ye karsi IgY iretilmis ve anti-Vibrio IgY igeren toz formdaki
yumurta sarisinin V. harveyi ve V. parahaemolyticus ile enfekte edilmis karideslerin &lim
oranini ciddi 6l¢iide diistirdiigii bildirilmistir (Gao vd., 2016). Ayrica Propionibacterium acnes

bakterisine kargi iiretilen IgY'nin etkinliginin arastirildigr bir ¢aligmada, 6zgiil antikorin,
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bakterilerin iiremesini ve in vitro biyofilm olusumunu engelleyerek akne sagaltiminda
antibiyotiklere muhtemel bir alternatif olduklar1 gosterilmistir (Revathy vd., 2014). Farkli bir
caligmada IgY'nin, firsat¢1 enfeksiyonlara sebep olan ve birgok antimikrobiyale direng
gelistiren Pseudomonas aeruginosa’ya karsi koruyucu etkisi incelenmistir. Arastirma
sonucunda anti-P. aeruginosa IgY ’nin, hiicresel immiin yanit1 artirdig1 tespit edilmistir. Bu
sonuglar, spesifik IgY’lerin, kistik fibroz teshisi konulan hastalarda profilaksi amaciyla

kullanilabilecegini gostermistir (Thomsen vd., 2016).

IgY'nin kolay bir sekilde saflastirilmasi anti-venom seroterapisinde de kullanilmasi
acisindan degerlendirilmistir. Bothrops sp. yilan cinsinin zehrine karsi anti-venom IgY
tiretilmistir. Bu antikorlarin zehri notralize ettigi ve farelerde ¢ok az yan etki gosterdigi veya
hi¢ yan etki gostermedigi rapor edilmistir (Aragjo vd., 2010). Farkli bir ¢alismada Peru yilani
olarak adlandirilan Bothrops atox'un zehirine karsi anti-venom IgY firetilmistir. Bu anti-
venom IgY, Bothrops brazili'nin zehriyle 6nemli 6l¢iide ¢apraz reaksiyon gostermis ve sadece
B.atox anti-venomu olarak degil, ayn1 zamanda farkli tiirlerden zehirlerle ¢apraz reaksiyon

arastirmasi i¢in bir arag olarak da kullanilabilecegi bildirilmistir (Mendoza vd., 2012).

Tetanoz, C. tetani tarafindan iiretilen TeNT norotoksininin neden oldugu, insanlar ve
hayvanlar i¢in yasami tehdit eden bir hastaliktir. Hastaliginin tedavisinde ¢ogunlukla atlardan
ve insanlardan elde edilen antitoksinler kullanilmaktadir. Fakat bu antitoksinlerin
kullanilmasinda birtakim klinik yan etkiler ve dezavantajlarin oldugu bildirilmektedir. IgY
teknolojisi hayvanlar i¢in geleneksel prosediirlere gore daha az stres yaratan ve bir cok avantaji
olan kabul gormiis alternatif bir metotdur. Bu tez ¢alismasi ile IgY teknolojisi kullanilarak
hayvan refahi, etik degerler, 3R; Replacement, Reduction, Refinement ‘baska sey kullanma,
azaltma, arindirma’ kurallar1 gozetilerek tetanoz toksininin tani ve tedavisinde mevcut
uygulamalara alternatif olarak kullanilabilecek anti-C. tetani IgY antikorlarinin izole edilmesi
ve etkene spesifik olarak iiretildiginin dogrulanmast amaglandi. Spesifik tetanoz antikorlarmin
elde edilmesi sonrasinda bu antikorlarin gelecekte insanlarda ve evcil hayvanlarda
immiinoterapi, tan1 ve teshis amaciyla alternatif degerli bir terapdtik ara¢ olarak

kullanilabilmesi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

Eskisehir Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 05.06.2021
tarih ve 843 sayili karar1 ile bu ¢aligmanin yapilmasi etik agidan uygun gorildi (Ek-1). Tez
calismasida yontem ve buna bagli olarak yapilan isim degisikligi ise yine aymi kurulun
07.03.2023 tarih ve 843-1 sayili karari ile uygun bulunmustur (Ek-2). Bu tez ¢alismast T.C.
TARIM VE ORMAN BAKANLIGI, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigi,
TAGEM/HAYSUD/U/22/A4/P46175 numarali proje kapsaminda desteklenmistir.

2.1.1. Deney Hayvam ve Ilgili Materyal

Bu tez ¢alismasinda; Eskisehir Gegit Kugagi Tarimsal Arastirma Enstitiisti Etci Tavuk
Yetistirme ve Islah1 Boliimii biinyesinde bulunan 22 haftalik yasta, 25 adet Anadolu-T Irki etgi
damizlik tavuklarin saf hatlari kullanildi. Tavuklarin yerlesimi igin kiimes ortaminda
50x50x60 cm ebatlarinda bireysel galvanez kafesler, bagisiklama amaci ile 1 ml’lik 26G, 13

mm capli insiilin enjektorii ve antiseptik olarak povidon iyot kullanildi.
2.1.2. immunizasyon

Tesadiifi segilen tavuklari immunize etmek amaciyla tetanoz toksoidi olarak
prospektiisiinde (EK-3) 1 ml igerisinde 30 IU tetanoz toksoidi i¢irdigi belirtilen ‘Cloteid 4 inj’
ticari as1 kullanildi. 1 1U tetanoz toksoidi 0,03384 mg olarak tamimlanmustir (Tizard, 2019).
Yiiksek antikor titrelerinin uyarilmasi amaci ile asi ile beraber Freund'un Tam Adjuvanti
(FCA, 5881, Sigma-Aldrich, Almanya) ve Freund'un tam olmayan adjuvanti (FIA, F5506,
Sigma-Aldrich, Almanya) kullanildi.

2.1.3. Kullanilan Cihazlar, Kimyasal Malzemeler ve Kitler

Calisma boyunca kullanilan cihazlara ait bilgiler ‘Cizelge 2.1.”’de agiklandig1 gibidir.
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Cizelge 2.1. Kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar Model ve Firma Ulke
Mikroplaka Okuyucu BioTek 800 TS ™ ABD
Mikrolitre ve Hematokrit Santrifiij Nuve, NF 048 Tiirkiye
Analitik Terazi And, GR-200 Japonya
Isitmali Manyetik Karigtirici Velp Are, F20500162 Italya
Pipetor Brand, Transferpette Almanya
Vorteks HumaTwist Almanya
Sogutmali Santrifij Hermle Z 326 K Almanya
Ultra Saf Su Cihazi Elix® Essential 10 UV Fransa
Elisa Okuyucu Chromate 4300 Awareness Technology ABD
Termal Dongiileyici LongGene® A300 Cin
Jel Elektroforez Seti Mini Jel Tanki, ThermoFisher Scientific ABD
Transilluminator BIO-HELIX - BP0O01CU Tayvan
Western Blot Transfer Sistemi IBlot 2 Dry Blotting, ThermoFisher Scientific ABD
Western Cihaz Isrl\ll(letrl]‘z?ﬁ: iBind™ Flex, ThermoFisher ABD
Kgmilﬁminesans Goriintlileme GenBox ERBiyotek Tiirkiye
Cihazi

Inkiibator Miprolab MSI 120 Tirkiye
Otoklav Alp CL-32L Japonya

Yapilan tez ¢alismasinda IgY izolasyonu i¢in; PBS (Phosphate Buffered Saline,
No:P4417, Sigma Aldrich, Almanya), PEG (Polyethylene Glycol 6000) (Sigma Aldrich,
Almanya), Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes, (No: 66012) (Thermo Fisher Scientific, ABD),
Whatman (No: WHA1001125) kalitatif filtre kagidi (Merck, Almanya), eppendorf ve falkon

tiipleri kullanildi.

Protein miktar1 6l¢iimii amactyla; Coomassie Plus Protein Assay Reagent (No:1856210,
Thermo Fisher Scientific ABD), Bovine Serum Albiimin (BSA), Coomassie Brillant blue G-
250 kullanildi. Serolojik izleme amaci ile Tavuk Total Immiinoglobulin ELISA Kiti
(Mybiosource No: MBS743332, ABD) kullanildi.
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SDS-PAGE i¢in, amonyum siilfat, asetik asit, NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)
(No: NP0007 Thermo Fisher Scientific, ABD), Coomassie Brillant blue Staining, NuPAGE™
Sample Reducing Agent (10X) (No: NPO009 Thermo Fisher Scientific, ABD), Bolt ™% 4-12
Bis-Tris Plus Jel (No: NW04120BOX Thermo Fisher Scientific, ABD), Invitrogen SeeBlue
Plus 2 Prestained Standart Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildu.

Western Blot i¢in; iBlot™ 2 Transfer Stacks (No: IB23002 Thermo Fisher Scientific,
ABD), iBind™ Flex Solution Kit (No: SLF2020 Thermo Fisher Scientific, ABD), Rabbit anti-
Chicken IgY (H+L) Secondary Antibody, Biotin (No: 31401 Thermo Fisher Scientific, ABD)

kullanildi.

Agar Jel immunodifiizyon Testi (AGID) uygulamasinda; Noble Agar (A5431,Sigma

Aldrich, Almanya), fenol, sodyum kloriir ve distile su kullanildu.

Cabuk Lam Aglitinasyon Testi uygulamasinda; lam, pipetoér (Brand, Transferpette,

Almanya) ve ‘Cloteid 4 inj’ ticari as1 kullanildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Deney Hayvanlari

Bu tez ¢aligmasinda; Eskisehir Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Et¢i Tavuk

Yetistirme ve Islah1 Boliimii biinyesinde 2015 yilindan beri 1slah ¢aligmalari yiiriitiilen ve T.C.

Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan 2020 yilinda irk tescili yapilan 22 haftalik yasta, 25 adet

Anadolu-T Irk: et¢i damizlik tavuklarin saf hatlar1 kullanildi. Kullanilan tavuklarin dagilimi

‘Cizelge 2.2.”’de, kiimes igerisindeki yerlesimleri ise ‘Sekil 2.1.”’de gOsterilmistir.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan tavuk gruplarinin dagilimi

Saf Hatlar Deney Grubu Kontrol Grubu
Az (1. ana hatti) 3 adet 2 adet
A (2. ana hatt1) 3 adet 2 adet
As (3. ana hatti) 3 adet 2 adet
B1 (1. baba hatt1) 3 adet 2 adet
B> (2. baba hatt1) 3 adet 2 adet
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Sekil 2.1. Deney hayvanlarimin bireysel kafesler igerisinde kiimes yerlesimi

Yaklasik iki yil siirecek deneyler icin gerekli hayvan etik kurul izni, Eskisehir
Osmangazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 05.06.2021 tarih ve
843 sayili karar ile alindi. Daha sonra tez ¢alismasinda kullanilacak olan tavuklar 22 haftalik
yasa geldiklerinde verimli bir sekilde bakilabilmesi amaciyla ‘Sekil 2.2.”’de gosterildigi gibi

kiimes ortaminda bireysel olarak kafeslere yerlestirildi.
Kullanilan deney hayvanlar1 kiimes ortamina alindiktan sonra gerekli 1s1, 151k, nem,

temiz hava, temiz igme suyu ve irka uygun formiile edilmis giinliik yem ile beslenildi. Mental

ve fiziksel durumlar1 tez ¢aligmasi boyunca giinliik olarak kontrol edildi.
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Sekil 2.2. Deney hayvanlarmin bireysel kafesler igerisinde kiimes yerlesimi-2

2.2.2. immunizasyon

22 haftalik yasa gelen her bir deney hayvanindan her bagisiklama oncesinde ve 14 giin
sonrasinda serolojik izleme amaci ile kanat veninden 1 ml kan alind1. Toplanan kan 6rneklert,
3000 rpm’de 10 dakika (dk) santrifiij edilerek serumlari ¢gikarildi. Serumlar deney hayvanlari
kodu ve almma tarihi ile etiketlenerek -18°C kaldirildi. Kan alimmdan 6 saat sonrasinda
toksoid olarak kullanilan ‘cloteid 4 inj’ asis1 igerisindeki toksoid miktar1 hesaplanarak, 150
png/ml toksoid icerecek sekilde konsantrasyonu belirlendi. ‘Cizelge 2.3.”’te gosterildigi gibi
deney grubundaki tavuklara 3 kez ve 4 haftada bir kas igi (i.m.) antijen enjeksiyonu yapildi.

Deney gruplarina ilk enjeksiyonda 150 pg/ml toksin igerecek sekilde 167 mg as1 + 333
mg PBS (fosfat tamponlu salin) esit hacimde FCA (500 mg- Freunds Complete Adjuvant,
F5881, Sigma-Aldrich) ile birlestirildi. Toplam 1 ml hacimdeki antijen + adjuvant solisyonu
vortekslenerek birbiri ile iyice karistiktan sonra gogiis kasindan 4 farkli bolge icerisine enjekte
edildi.

fIk immunizasyon sonrasinda ikinci ve iiciincii enjeksiyonlarda, yine ayn1 miktarda

toksoid ve PBS karigimi esit hacimde IFA (Freund's Incomplete Adjuvant, F5506, Sigma-
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Aldrich) ile bilestirilerek toplam 1ml hacimdeki antijen + adjuvant solisyonu yine gogiis

kasindan 4 farkli bolge icerisine ‘Sekil 2.3.” te gosterildigi gibi enjekte edilerek immunizasyon

tamamlandi.

Kontrol grubunda yer alan deney hayvanlarina ayni hacimde PBS tamponu (500 mg) ve

adjuvant (500 mg, FCA ve IFA), toplam 1ml hacimde yine gogiis kasindan enjeksiyon

yapilarak immunizasyon islemi tamamlandi.

Cizelge 2.3. Immunizasyon islemi

. . Toplam  Verili Asilama
Antijen Adjuvant Doz Hacim s Yolu Yas Grubu
150 pg/ml
C. tetani toksoidi toksoid + PBS 22
+ Adjuvant FCA +05ml Tmi . g Deney Grubu
adjuvant
150 pg/ml
C. tetani toksoidi toksoid + PBS 26
+ Adjuvant IFA +0,5ml 1ml .M. haftalik Deney Grubu
adjuvant
150 pg/ml
C. tetani toksoidi toksoid + PBS 30
+ Adjuvant IFA +0,5ml 1ml .M. haftalik Deney Grubu
adjuvant
. 0,5 ml FCA+ 22 Kontrol
Adjuvant + PBS FCA 0.5 ml PBS 1mi .M. haftalik Grubu
. 0,5 ml IFA+ 26 Kontrol
Adjuvant + PBS IFA 0.5 ml PBS 1mi .M. haftalik Grubu
. 0,5 ml IFA+ 30 Kontrol
Adjuvant + PBS IFA 0.5 ml PBS 1mi .M. haftalik Grubu

Bagisiklama islemi tamamlandiktan (liglincii enjeksiyondan) bir hafta sonra yumurtalar

toplanmaya baslandi, iki ay boyunca toplanan yumurtalar (yumurta/giin) giinliik olarak

etiketlenip +4°C’de IgY izolasyon islemine kadar ‘Sekil 2.4.”’te goriildiigii gibi’muhafaza

edildi.
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Sekil 2.3. Immunizasyon 6ncesi kan alma ve immunizasyon islemi

Sekil 2.4. IgY izolasyon islemine kadar +4°C’de depolanan yumurtalar

2.2.3. ELISA ile Total Antikor Titrasyonu

Immunizasyon islemi tamamlandiktan sonra deney hayvanlarinin kodu ve kan alinma
tarihleri ile etiketlenen serumlardan, ‘Sekil 2.5.’te gosterildigi gibi total antikor titre
titrasyonu &lgiildii. Bu amagla oncelikle Tavuk Total Immiinoglobulin ELISA Kiti
(Mybiosource, Catalog MBS743332, ABD)’nin bilesenleri (standartlar, konjugat, substrat A,

substrat B ve stop soliisyonu) ve serum oOrnekleri oda Sicakligina (20-25°C) getirildi.
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Bagisiklama oncesi ve 1. immunizasyon sonrasi (toplam 25+25=50 adet), 2. bagisiklama
Oncesi ve 14 giin sonrasi (toplam 25+25=50 adet), son bagisiklama 6ncesi ve 14 giin sonrasi
(toplam 25+25=50 adet) olmak iizere toplam 150 adet serum 6rnegi iireticinin belirttigi sekilde
PBS ile 1/4 oraninda (100 ul serum 6rnegi + 300 ul PBS) seyreltildi. Yikama soliisyonu i¢in
10 ml yikama soliisyonu konsantresi 990 ml deiyonize suyla seyreltilerek 1.000 ml olarak
hazirlandi. ELISA plaklarindaki ilk 6 kuyucuga (1A-1F) 100 pl standart, 7. kuyucuga (kor
kontrol) PBS eklendi. 8. kuyucuk bos birakildi. 2A kuyucugundan baglamak iizere serum
ornekleri kuyucuklara yerlestirildi.

PBS olan hari¢ olmak iizere her kuyucuga 50 pl konjugat eklenerek iyice karistildi ve
37°C'de 1 saat inkiibe edildi. Otomatik yikayicida seyreltilmis yikama soliisyonu ile plaka bes
kez yikandi ve kurutuldu. Ardindan kor kontrol kuyucugu da dahil her kuyucuga sirastyla 50
ul substrat A ve 50 ul substrat B ilave edildi ve 37°C'de 15-20 dk kadar inkiibasyona birakildu.
Sonrasinda kor kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu
ilave edilerek iyice karigmasi saglandi. Ardindan numunelerin optik yogunlugu (O.D.), bir

mikroplaka okuyucu yardimiyla 450 nm'de spektrofotometrik 6l¢iim yoluyla degerlendirildi.

Sekil 2.5. ELISA calismalari

1-Kit bilesenleri ve serumlarin oda sicakligina (20-25 °C) gelene kadar bekletilmesi. 2-Standartlar ve numunelerin
plate igerisine yerlesimi. 3-Inkiibasyon (37 °C’de 1 saat ). 4-Otomatik yikayicida plakanin yikanmast. 5- Mikroplate
okuyucu yardimiyla 450 nm'de spektrofotometrik dlgiim asamast. 6-Orneklerin optik yogunlugu (O.D.)’nun tespit
edilmesi.
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2.2.3.1. ELISA Testinin Degerlendirilmesi

Tespit edilen optik yogunluk (OD) degerleri, iireticinin belirttigi hesaplama yontemine
gore iliskilendirilen standart bir egriye gore ‘Sekil 2.6.”’daki gibi hesaplandi.

Standart | -, 100 50 25 12,5 6,25 0 0
mg/ml
oD. | 2142 | 1973 | 1385 916 542 316 83 0

000 <

1,500 4

1,000

Standart hesaplama

Optik Yogunluk (O.D.)

500 /.

/.

U T 1
0 50 100 150 0

Konsantrasyon (ma/ml)
a: Sifir konsantrasyonda teorik tepki
a—d b: Egim faktorii
Formiil y =d N c: Biikiilme noktast (ECS0/1C50)
1+ (_) d: Sonsuz konsantrasyonda teorik tepki
C

Sekil 2.6. Elisa testinin degerlendirilmesi
2.2.4. immiinoglobiilin Y (IgY) Izolasyonu

Yumurta sarist antikorlarinin izolasyonu, Polson vd. (1980) tarafindan bildirilen
polietilen glikol 6000 ¢okeltme metodu kullanilarak ‘Cizelge 2.4.”’te gosterilen Ornek
protokole gore gerceklestirildi.
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Cizelge 2.4. PEG 6000 ekstraksiyon 6rnek uygulama tablosu

Yumurta Numarasi

Yumurta Saris1t Hacmi: V1 (ml)

PBS (2xV1) PBS +V1= V2 (ml)

1.PEG (g) = %3,5 X V2

Santrifiij Sonrasi Filtrasyon: V3 (ml)

2.PEG (g) = %8,5x V3

PBS icinde Coziinen Topak: V4 (ml)

3.PEG (g) = %12 x V4

PBS icinde Coziinen Topak: V5 (ml)

Diyaliz Sonras1 Hacim: V6 (ml)

15

(2x15) PBS+15 =
45

1,58

31

2,63

10

1,2

1,2

1,7

14

(2x14) PBS+14 =
42

1,47

29

2,47

10

1,2

1,2

1,7

13

(2x13) PBS+13 =
39

1,37

25

2,13

10

1,2

1,2

1,7

Izolasyon icin immunize edilen ve edilmeyen tavuklardan bireysel olarak yumurtalar

toplandi. Her bir yumurta kirilmadan 6nce alkol yardimiyla dezenfekte edildikten sonra 6zenle

kirilarak sarist ve beyazi, yumurta sar1 kasigi yardimiyla birbirinden ayrildi. Ardindan filtre

kagidina aktarilan yumurta saris1 kagit izerinde dairesel hareketler yapilarak igerisinde kalan

yumurta beyazindan arindirildi. Sonrasinda yumurta sarisinin zari bistiiri yardimiyla kesilerek

akan yumurta saris1 50 ml'lik falkon tiiptine dokiilerek hacmi kaydedildi (V1).

Yumurta sarist hacminin (V1), iki kati PBS (V2), falkon tiipiine aktarilidi ve toplam
hacmin (ZV1 + V2) %3,5’u kadar toz halindeki PEG 6000 gram olarak falkon tiipiine eklenip

vortekslendi ve 10 dakika elle yuvarlandi. Sonrasinda falkon tiipleri, 30 dakika boyunca 7500

rpm'de +4°C'de santrifiij edildi. Falkonlardaki olusan siipernatantlar huni igerisine yerlestirilen

katlanmus filtre kagidindan gecirilerek siiziildii ve yeni bir falkona aktarildi (V3). Boylece

‘Sekil 2.7.”’de de gosterildigi gibi yumurta sarisindan lipitler uzaklastirilmis oldu.
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Beyazindan ayrilan
yumurta sarisi

S
=

Vorteks ve yuvarlama 1. Santrifiij Siipernatantlarmn filtre

LPEG (g) - %3,5 sonrasi I (7500 Rpm / 30 dk) kagd1 ile ayrilmas
Tewd

Sekil 2.7. PEG 6000 lipidlerin uzaklastirilmasi

V3 hacminin %8,5’u kadar PEG 6000 gram olarak tiip igerisine eklenerek vortekslendi
ve 10 dakika siire ile elde yuvarlandiktan sonra +4°C’de 7500 rpm’de 30 dakika santrifiij
edildi. Falkon bir kaba bosaltilarak ters ¢evrilerek stipernatant kismi atildi. Falkonun igerisine
1 ml PBS eklenerek kapagi agik sekilde cam bir palet yardimi ile dikkatli bir sekilde
vortekslenerek dipte kalan kisim ¢ozdiirtildii. Sonrasinda son hacim (V4) 10 ml olacak sekilde
PBS falkona eklendi. V4 hacminin %12’si PEG 6000 gram olarak (1,2 gram) eklenerek
vortekslendi. Sonrasinda +4°C’de 7500 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve tekrar stipernatant

kismu atildi.

Son pellet 800 pl PBS igerisinde kapagi agik sekilde cam bir palet yardimu ile dikkatli
bir sekilde vortekslenerek ¢ozdirtldi (Vs) ve mikrodiyaliz kapsiiliine aktarildi. Kapsiil
icerisinde %0,1 NaCl ¢ozeltisi igerisinde manyetik karistiricida gece boyu diyalize birakildi.
Ertesi sabah %0,1 NaCl ¢ozeltisi PBS ile degistirildi ve ii¢ saat kadar daha diyaliz edildi.
Diyaliz tamamlandiginda IgY 6zii son hacmi (V6) efendorf tiiplere transfer edildi ve +4°C’de

sakland.

Yumurta sarisindan IgY antikorlarin ekstraksiyonu, Polson’un bildirdigi polietilen
glikol 6000 ¢oktirme yontemine gore gerceklestirildi. Bu yontem yumurta sarisindan
lipidlerin uzaklastirilmasi ve birinci adimin siipernatantindan toplam IgY'nin ¢okeltilmesi

olmak {izere iki 6nemli adim1 igermektedir.
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Emek yogun olarak gerceklestirilen bu islemler her bir yumurta igin tek tek yapildi.

Polietilen glikol ¢okeltme protokoliiniin birinci adimin siipernatantindan toplam 1gY'nin

cokeltilmesine iligkin akis diyagrami ‘Sekil 2.8.”’de gosterilmistir.

o
Siipernatantlarin
ayirimasi

2. Santrifiij
(7500 Rpm / 30 dk) f
il i

O

6 P

e !: - ¥ s
Saflagtirilnug IgY V6 (ml) =
N |

Sekil 2.8. PEG 6000 birinci adimin siipernatanindan toplam IgY'nin ¢6keltilmesi

2.2.5. Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

izole edilen IgY antikorlarmin protein konsantrasyonu Bradford protein tayin ydntemi
(Bradford, 1976) ile Coomassie Plus Protein Assay Reagent kullanilarak olgiildii. Analiz igin
oncelikle 100 mg Coomassie Brilliant blue G-250 boya, 50 ml %95’lik etanol igerisinde
¢ozdiiriildii. Hazirlanan ¢ozeltinin lizerine 100 ml %85°lik fosforik asit eklenerek boyanin
¢oOzlilmesi beklendi. Ardindan karisimin tizerine 850 ml distile su eklenerek toplam hacim

1000 ml’ye tamamland1 ve Bradford reaktifi olarak analiz i¢in +4°C’ye kaldirildi.

Protein standardi olarak Coomassie Plus Protein Assay Reagent 6l¢iim kiti i¢erisinden
¢tkan 2 mg/ml Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilds. i1k olarak, iiretici tarafindan belirtilen
seri diliisyonlar (0 pg/ml, 25 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1.000
pg/ml, 1.500 pg/ml, 2.000 pg/ml) hazir hale getirildi. Saflagtirilan yumurta sarisi
antikorlarindan absorbans okumasi i¢in kuyucuklarin her birine 10 pl eklendi ve {izerlerine
oncesinde hazirlanmis olan Coomassie Brilliant blue G-250 boyasindan 300 pul hacimde ilave
edildi ve karanlik bir ortamda oda sicakliginda 5-10 dk inkiibasyona birakildi. Sonrasinda

47



‘Sekil 2.9.’da gosterildigi gibi mavi renk olusumu gozlemlenerek 595 nm’de mikroplate
okuyucuda (Chromate 4300 ) 6l¢iildii. Ardindan‘Sekil 2.10.’da olusturulan standart egriye
gbre dort parametreli logistik regresyon analizi kullanilarak &rneklerdeki protein miktart

hesaplandi.

Sekil 2.9. Bradford sivisi soliisyon i¢indeki protein (BSA) miktarina gére renk degisimi ve absorbans okumasi

Plate; 1A en diisiik protein konsatrasyonu, 1H en yiiksek protein konsantrasyonu, 2. ve 3. kuyucuklar; IgY

ornekleri.

Bradford - 4PL fit to data
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BSA Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 2.10. Bradford protein standart egrisi
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2.2.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

SDS-PAGE igin %4’likk yiikleme jeli ve %12’lik ayirma jeli igeren farkli akrilamid
konsantrasyona sahip Bolt™%4-12 Bis-Tris Plus Jel (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanildi. izole edilen IgY’lerden ‘Cizelge 2.5.”’te gosterilen oranlarda érnekler (39 pl IgY,
15 pl LDS Sample Buffer, 6 ul Sample Reducing Agent) hazirlandi.

Cizelge 2.5. 10 ul’lik 6rnek i¢in iireticinin tavsiye ettigi soliisyon miktarlar

Kullanilan Soliisyon Miktari Toplam Hacim
LDS Sample Buffer 2,5 ul
Sample Reducing Agent 1l 10 pl
Bilinmeyen Ornek 6,5 ul

Hazirlanan tiipler termal dongiileyici (LongGene® A300, Cin)’de 70°C’de 10 dakika
inkiibe edildi ve inkiibasyon sonunda +4°C*de bir siire bekletildi. Yiirlitme islemi igin 950 ml

distile suya 50 ml SDS ¢aligtirma tamponu eklenerek Running Buffer hazirlandi.

Protein molekiil agirligi belirleyicisi olarak ‘Sekil 2.117’de gosterilen invitrogen
SeeBlue Plus 2 Prestained Standart Ladder (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi. Birinci
kuyucuga marker diger kuyucuklara IgY ornekleri dikkali bir sekilde yiiklendi. Ardindan
‘Sekil 2.12.”’de gosterildigi gibi 190 voltta yaklasik olarak 30-35 dk yiiriitme islemi yapildi.

SeeBlue Plus 2 Prestained Standart

kDa

198
98

62
49
38

28

17
14

6

3

Sekil 2.11. SDS-PAGE analizinde kullanilan molekiil agirlik belirleyicisi

Invitrogen SeeBlue Plus 2 Prestained Standart Ladde
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Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel kapaklarin i¢inden ¢ikartilarak tarak kisimlari
kesildi ve %1 Coomassie Blue Staining boyama soliisyonu igerisinde 15 dakika bekletildi.
Daha sonra Destaining Soliisyonu igerisine alinarak protein bantlar1 goriinene kadar yikama
yapildi. Yikama isleminin ardindan transilluminator (BIUPAD Dual LED Blue/ White Light,

Tayvan) cihazinda jelin goriintiisii alindi.

Sekil 2.12. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi

2.2.7. Western Blot

Hazirlanan SDS-PAGE jelinin nitroselilloz memrana transfer islemi i¢in Thermo Fisher
Scientific IBlot 2 Dry Blotting Systemi kullanildi. Jeli haznesinden ¢ikarabilmek igin saf su
dolu kiivet icerisinde jel sudan gecirildi ve koselerinden spatula yardimyla kaldirilarak
kapagindan dikkatlice ayrildi. Ardindan ‘Sekil 2.13.”’de sematize edilen geleneksel western
blot protokolii uygulandi. Bu amagla 6ncelikle IBlot 2 cihazinin membran aktarim sistemi
(IBlot™ 2 Transfer Stacks) kullanilarak elektrik alani altinda elektroblotlama yontemiyle 20
voltta yedi dakikalik bir siire igerisinde jel, nitroseliiloz membrana aktarildi. Transfer
isleminden sonra 40 ml saf su iizerine 10 ml 5X Buffer ve 500 ul 100X Additive Soliisyonu
eklenerek Bloking Soliisyonu hazirlandi. Transfer iglemi bittikten sonra memrandaki jel
goriintiisii kesilerek alindi1 ve hazirlanan bloking soliisyonu igerisine 5 dk bekletildi. Antikor
uygulama asamasinda Invitrogen™ iBind™ Flex Western cihazi kullanildi. Dogrulama
antikoru olarak Rabbit anti-Chicken IgY (H+L) Secondary Antibody, HRP (Thermo Fisher
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Scientific, ABD) iireticinin tavsiye ettigi sekilde 1/10.000 konsantrasyonda kullanildi. iBind™
Flex’e 6zel olan kart iizere yiiklenen IgY ve seconder antikorlarin 2,5 saatlik bir zaman
zarfinda baglama iglemi gerceklestirildi. Sonrasinda iBind™ Flex kartt 10 ml bloking
soliisyonu ile 1slatildi, membranin yerlestirilecegi alana ayn1 soliisyondan 1 ml daha eklendi.
Membran karta ters olarak yerlestirildi ve silindirle tizerinden gegilerek sabitlendi ve cihazinda
3 saat bekletildi.

A Jelin Ayrilmasi B Membrana Aktarilmasi

Sponges
Filer Paper
PVOF/Netrocedhdose Memrbeane

Gel

e

C isaretli Antikor ile Baglanma D Goriintiileme
Substrate ‘ Signal 7 :! 7
MAY Oa ,y g <
) F
Enzyme
| p e o
Secondary
p Antibody
Primary !
Antibody J
21
Antigen G :

Sekil 2.13. Geleneksel western blot protokolii (Novus, B. 2023, 12 Subat)
https://www.novushio.com/application/western-blotting

1 ml Luminol iizerine 1 ml Peroksidaz eklenerek caligma soliisyonu hazirlanadi ve
¢ikarilan membran soliisyona yatirilarak bir dk inkiibe edildi. Ardindan goriintiileme islemi
icin kemiliiminesans (GenBox, ERBiyotek) goriintiileme sistemi kullanilarak membranda ki
western blot goriintiileri imagER Eyes progragrami ile kaydedildi. Western blot ¢aligmalarina

iligskin gorsel ‘Sekil 2.14.”’te gosterilmistir.
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Sekil 2.14. Western blot ¢alismalari

A- Jelin nitroseliiloz membrana aktarilmasi. B- Antikor uygulamasi. C- Goriintiileme.

2.2.8. Agar Jel immunodifiizyon Testi (AGID)

Agar jel immunodifiizyon testinde antijen olarak 1 ml igerisinde 30 IU tetanoz toksoidi
iceren ‘Cloteid 4 inj’ ticari as1 kullanildi. Pozitif kontrol olarak son asilamadan 14 giin sonra
toplanan kan serumlart kullandi. Negatif kontrol olarak toksoid verilmeyen ve Bradford
protein tayin testinde en diisilk konsantrasyona sahip kontrol grubu deney hayvanlarinin
yumurtalarindan izole edilen IgY’ler kullanildi. AGID g¢aligmalarina ait gorsel “Sekil 2.15.”’te

gosterilmistir.

IgY antikorlarmin katlanma bolgesi olmamasi nedeniyle bu molekiillerin esneklikleri
siirlidir. Bu yilizden yalnizca yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ¢okelmeye veya agliitinasyona
neden olurlar (Tizard, 2017). Bu sebeple agar jel immunodifiizyon testinde kullanilacak Noble
Agarn en iyi presipitasyonu saglanacagi tuz yogunlugu belirlendi. Bunun i¢in agarlar %8,
%12, %16 ve %20 NaCl konsantrasyonlarinda Office International des Epizooties (OIE)
(2000) tarafindan bildirilen yonteme goére hazirlandi.

Her bir tuz konsantrasyonu i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere 80 gram (g), 120 g, 160 g ve 200
g NaCl, 5 g Fenol ve 12,5 g Noble Agar (A5431,Sigma Aldrich, Almanya) 1000 ml distile su
icerisinde eritilerek %1,25’lik agar hazirlandi ve sicak su igerisinde eriyene kadar bir siire
bekletildi. Iyice ¢oziilebilmesi icin mikrodalga firinda en yiiksek ayarda bir dakika siire ile
wsitilarak agarlar hazir hale getirildi. Farkl tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan agarlardan en
iyi presipitasyonun goriildiigii agar tespit edilerek deneyde kullanilacak agarin tuz yogunlugu

belirlendi ve bu orana goére hazirlanan agar, filtreden siiziilerek, 25 ml'lik hacimlerde falkon
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tiplerine dagitildi. Ardindan steril petrilerin yiizeyine 10'ar ml agar dokiildi. Petrilerde
bulunan agar donduktan sonra énceden otoklavda sterilize edilmis 6 mm ¢apindaki porselen
boncuklar agar {izerine steril bir pens yardimiyla birbirlerine 3 mm uzaklikta olacak sekilde
biri ortaya ve digerleri de gevresine olacak sekilde dizildi. Agarin geri kalan 15'er ml'lik kism

petrilere dokiilerek agarin donmasi beklendi.

S AN

Sekil 2.15. AGID calismalari
1. Steril petrilere dokiilen 10'ar ml agar. 2. Porselen boncuklar (6 mm ¢apinda) ile agilan kuyucuklar. 3. Agilan

uygun kuyucuklar igerisine yerlestirilen antijen ve antikorlar. 4. Nemli ve agz1 kapali olarak yerlestirilen petriler.
5. Inkubasyon (37°C' de 48 saat) asamasi.

Agar donduktan sonra pens yardimiyla porselen boncuklar agardan ¢ikartilarak uygun
kuyucuklar agilmis oldu. Hazirlanan kuyucuklardan ortadaki goze tetanoz toksoidi igeren
‘Cloteid 4 inj’ ticari as1, gevredeki gozlere ise pozitif, negatif kontroller ve test edilecek 1. ana
hatti-Al (10d,11d,12d), 2. ana hatti-A2 (20d,21d,22d), 3. ana hatti-A3 (30d,31d,32d), 1. baba
hatt1i-B1 (40d,41d,42d), 2. baba hatt1-B2 (50d,51d,52d) olmak iizere hatlarindan elde edilen
C.tetani spesifik izole IgY eklendi. Petriler, nemli ortamda, agzi kapali uygun bir kutu
icerisinde 37°C' de 48 saat inkube edildi. Karanlik bir ormada koyu bir zemin {izerinde tek
odakli 151k kaynagiyla petriler incelendi ve presipitat ¢izgilerinin varligi yoniinden kontrol
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edildi. Test materyali ile pozitif serum arasinda olusan presipitat goriintiisii pozitif olarak
degerlendirildi.

2.2.9. Cabuk Lam Agliitinasyon Testi

Cabuk lam agliitinasyon testinde antijen olarak 1 ml icerisinde 30 IU tetanoz toksoidi
iciren ‘Cloteid 4 inj’ ticari agidan her bir test grubu igin 10 ul lam iizerine damlatildi. Uzerine
test edilecek deney gruplarindan elde edilen 10d (1. ana hatti-A1), 20d (2. ana hatti-A,), 30d
(3. ana hatt1-As), 40d (1. baba hatt1-B1), 50d (2. baba hatti-B) C.tetani spesifik izole IgY ayni
miktarda (10 ul) eklendi. Kontrol grubu deney hayvanlarinin yumurtalarindan izole edilen
IgY’ler ve tetanoz toksoidi ise negatif kontrol amaci ile test edelecek deney grubunun hemen
altina yine aym miktarda eklendi. Birka¢ dakika iginde olusan tipik kiimelesmelerin
gozlenmesi pozitif olarak degerlendirilirdi. Homojen bir yapida gozlenen kontrol grubu

antijen-antikor karisimi negatif olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kan Serumunda immunizasyon Bulgular

Tez caligmast boyunca tiim tavuklarin diizenli saglik kontrolleri gergeklestirildi.
Palpasyonda agri, rahatsizlik ya da asilama alaninda herhangi bir doku hasar1 gézlenmedi.
Toksoid ile bagisiklanan deney gruplarindaki tavuklarin, adjuvant (FCA/FIA) + PBS verilen
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda biiyiime kinetiklerinde higbir farklilik goriilmedi.
Immunizasyon 6ncesi ve sonrasinda alinan kan serum &rneklerindeki (her bagisiklama 6ncesi
ve 14 giin sonras1 25+25=50 adet/3 agilama) total antikor titreleri ELISA ile olgiildii ve ‘Sekil
3.1.”°de gosterildigi gibi hesaplanan regresyon denkleminde R?>= 0,997 olarak bulundu.

c
‘ 218.482147 H 1.515904 H 41.097035 H 2348.070139

RZ= 0997

Sekil 3.1. Elisa testi regrasyon denklemi ile hesaplama sonuglari

Bireysel olarak C. tetani toksoidi + adjuvant (FCA) ile immunize edilen deney
grubunda total antikor titrelerinde bagisiklama sonrasinda artig goriilirken adjuvant (FCA) +
PBS verilen kontrol grubunda ‘Sekil 3.2.’de gosterildigi gibi Onemli bir degisiklige

rastlanilmada.

Bagisiklama oncesi total antikor titresi 1.Bagisiklama sonrasi total antikor titresi

Sekil 3.2. immunizasyon 6ncesi ve 1. bagisiklama sonrasi alian kan serumlariin ELISA sonuglari

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatt1-As, (20,21,22,23,24): 2. ana hatti-Az, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatt1-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-Bz.
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Ikinci bagisiklama sonrasinda bireysel olarak C. tetani toksoidi + adjuvant (FIA) ile
immunize edilen deney grubunda total antikor titrelerininde artis ‘Sekil 3.3.”’de gosterildigi

gibi devam ettigi goriildi. Adjuvant (FIA) + PBS verilen kontrol grubunun total antikor
titrelerinde 6nemli bir degisiklige rastlanilmadi.

T T T
2.Bagisiklama oncesi total antikor titresi

o
i
N

2.Bagisiklama sonrasi total antikor titresi
sonuglart

Sekil 3.3. ikinci immunizasyon &ncesi ve 2. bagisiklama sonrasi alinan kan serumlarmin ELISA

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatt1-A1,(20,21,22,23,24): 2. ana hatti-A, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatti-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-B2.

Son bagigiklama sonrasinda, bireysel olarak C. tetani toksoidi + adjuvant (FIA) ile
immunize edilen deney grubunda yer alan tavuklarin total antikor titrelerinde “Sekil 3.4.”’te

gosterildigi gibi ciddi oranda artis goriildii. Ote yandan adjuvant (FIA) + PBS verilen kontrol
grubundaki tavuklarim total antikor titrelerinde dnemli bir degisiklige rastlanilmadi.
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Son bagisiklama oncesi total antikor titresi Son bagisiklama sonrasi total antikor titresi

Sekil 3.4. Son immunizasyon Oncesi ve Son bagigiklama sonrast alman kan serumlarimin ELISA
sonuclari

(d):deney, (K):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatti-Ax, (20,21,22,23,24): 2. ana hatti-Az, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatt1-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-B>.

Immunizasyonun her asamas1 degerlendirildiginde ‘Sekil 3.5.”’te gosterildigi gibi her
bagisiklama sonrasi tavuklar arasinda ufak bireysel farkliliklar goriilse de, deney gruplarinda
total antikor titrelerinde artig goriildii. Son bagisiklama sonrasinda goriilen total antikor
titrelerinde ki artis miktart en belirgin olaniydi. Buna karsin, kontrol grubunda yer alan tavuk

serumlarinda ki total antikor titrelerinde kayda deger bir degisime rastlanilmadi.

3500
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< ST T

10d
11d
12d
13k
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44k
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54k

==@==1. Bagisiklama 6ncesi ==@==1. Bagisiklama sonrasi ==@==2. Bagisiklama dncesi

2. Bagisiklama sonrasi ==@==3_Bagisiklama dncesi ==@==3. Bagisiklama sonrasi

Sekil 3.5. immunizasyon sonrast total antikor titrelerindeki degisim

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatti-As, (20,21,22,23,24): 2. ana hatti-Az, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatt1-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatti-B2.
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3.2. Toplanan Yumurta Miktari

Bagisiklama isleminin tamamlanmasinin ardindan (iigiincii enjeksiyondan bir hafta
sonra) bireysel olarak yumurtalar toplanmaya baslandi. Sekiz hafta boyunca ‘Sekil 3.6.”’da
gosterildigi gibi deney grubundan 675 adet (97’si kirik, gatlak, ¢ift sarili gibi standart disi
formda olmasi sebebi ile uygun olmayan), kontrol grubundan 501 adet (74’1 kirik, catlak, ¢ift
sar1l gibi standart dis1 formda olmasi sebebi ile uygun olmayan) olmak iizere toplam 1.176
adet yumurta toplandi. Toplanan bu yumurtalardan 171 adeti izolasyona uygun olmadig: i¢in

ayrildi. Geriye kalan 1.005 adet yumurta IgY izolasyonu i¢in uygun (standart yumurta formu)

ozellikteydi.
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Deney hayvam kodu

Sekil 3.6. Iki aylik siirede toplanan bireysel yumurta sayist

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatt1-A1,(20,21,22,23,24): 2. ana hatt1-A2, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatt1-A3, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-B2.

izolasyon i¢in uygun dzellikteki yumurtalardan bireysel olarak 30’ar adet olmak iizere
toplamda 750 adet yumurta polietilen glikol (PEG 6000) ¢okeltme yontemi kullanilarak
saflagtirildi.
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3.3. izole Edilen Anti-C. tetani IgY’nin Protein Konsantrasyonu

PEG 6000 ¢okeltme yontemi kullanilarak izole edilen anti-C. tetani IgY antikorlarmin
protein konsantrasyonlar1 Bradford protein tayin yontemi kullanilarak olgiildii. Alinan
sonuglar olusturulan standart egriye gore dort parametreli logistik regresyon analizi ile

hesaplandi.

Elde edilen konsantrasyon bulgulari ‘Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°"de gosterildigi gibi C.
tetani toksoidi + adjuvant (FCA/FIA) uygulanan deney gruplarindaki protein
konsantrasyonunun adjuvant (FCA/FIA) + PBS uygulanan kontrol grubuna oranla daha

yiiksek oldugu goriildii.

Cizelge 3.1. Bireysel olarak izole edilen IgY antikorlarina ait Bradford testi sonuglari

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatti-A1(20,21,22,23,24): 2. ana hatti-Az,
(30,31,32,33,34): 3. ana hatti-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatti-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-Ba.

Numune Absorbans Sonug Numune Absorbans Sonu¢
(ng/ml) (ng/ml)
A Standart 1,239 2000,0 10d 1,382 4979,7
B Standart 1,215 1500,0 11d 1,519 7833,3
C Standart 1,100 1000,0 12d 1,522 7895,8
D Standart 1,055 750,0 13k 1,277 24584
E Standart 0,895 500,0 14k 1,078 903,6
F Standart 0,723 250,0 20d 1,379 4916,6
G Standart 0,623 125,0 21d 1,380 49375
H Standart 0,488 25,0 22d 1,491 7250,0
| Standart 0,464 0,0 23k 1,235 1654,7

Cizelge 3.2. Bireysel olarak izole edilen IgY antikorlarina ait Bradford testi sonuglari

(d):deney, (k):kontrol, (10,11,12,13,14): 1. ana hatt1-A1,(20,21,22,23,24): 2. ana hatt1-Az, (30,31,32,33,34): 3. ana
hatti-As, (40,41,42,43,44): 1. baba hatt1-B1, (50,51,52,53,54): 2. baba hatt1-B>.

Numune Absorbans Sonu¢ Numune Absorbans Sonu¢
(ng/ml) (ng/ml)
24k 1,180 1418,6 43k 1,053 813,6
30d 1,462 6645,8 44k 1,197 1505,1
31d 1,401 6533,3 50d 1,482 7070,6
32d 1,502 7785,8 51d 1,390 5137,5
33k 1,089 903,6 52d 1,528 8318,4
34k 1,151 1251,7 53k 1,177 1403,5
40d 1,582 8109,7 54k 1,282 1878,4
41d 1,471 6909,7
42d 1,515 7750,8

59



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

Bulgularn

PEG 6000 ¢okeltme yontemi kullanilarak saflagtirilan yumurta sarist antikorlariin
safligi1 ve molekiil agirligin1 kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE’den yararlanilmustir.
Protein molekiil agirlig1 belirleyicisi olarak Invitrogen SeeBlue Plus 2 Prestained Standart
Ladder kullanildi. Saflastirilan anti-C. tetani 1gY 6rnekleri %4-12’1ik jele yiiklendi ve protein

bantlar1 Coomassie blue staining ile boyandiktan sonra incelendi.

Inceleme sonrasinda jel iizerinde uygun ve beklenen konumda molekiiler agirlig
yaklagik 60 kDa (IgY agir zincir) ve 25 kDa (IgY hafif zincir) arasinda olan bantlar
goriintiilendi. Gortintiilenen bantlarin jel tizerinde ki pozitif goriintiisii ‘Sekil 3.7.”’de, negatif

jel goriintiisii ise “Sekil 3.8.”’de verilmistir.

kDa

198
98

IgY-Agir Zincir
62
49

38

IgY-Hafif Zincir
28

17
14

Sekil 3.7. SDS-PAGE pozitif jel goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol, Protein marker: Invitrogen SeeBlue Plus 2 Prestained Standart Ladder, As:1. ana hatti (10d),
Az: 2. ana hatt1 (20d), As: 3. ana hatt1 (30d), Ba: 1. baba hatt1 (40d), B2.: 2. baba hatt1 (50d).
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Sekil 3.8. SDS-PAGE negatif jel gériintiisii

(d):deney, (k):kontrol, A1:1. ana hatti (10d), A2: 2. ana hatt1 (20d), As: 3. ana hatt1 (30d), Bi: 1. baba hatt1 (40d), B2.:
2. baba hatt1 (50d).

3.5. Western Blot Analizine iliskin Bulgular

SDS-PAGE ile jel iizerinde uygun ve beklenen konumda molekiiler agirligi tespit edilen
IgY antikorlarinin dogrulanmasi amaci ile western blot analizi yapildi. Analiz i¢in ticari olarak
temin edilen ‘Rabbit anti-Chicken IgY (H+L) Secondary Antibody’ dogrulama antikoru olarak
kullanildi.

SDS-PAGE sonrasinda nitroselilloz membrana aktarilan jel, kemiliiminesans
gorilintiileme sisteminde imagER Eyes programi yardimi ile gériintiilendi. Western blot analizi
sonrasinda elde edilen ve “Sekil 3.9. ile Sekil 3.10.”’da verilen gorintiiler; izole edilen IgY

antikorlarinin varligini kesin olarak dogrulamis oldu.
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Sekil 3.9. Western blot kemiliiminesans pozitif goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol, A1:1. ana hatti (10d), A2: 2. ana hatt1 (20d), As: 3. ana hatt1 (30d), Bi: 1. baba hatt1 (40d), B2.:
2. baba hatt1 (50d).

A2 Kontrol- 23k

4mmm A Kontrol-13k
4=mmmm A2 Deney- 20d
4= A3 Deney- 30d
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4= B K ontrol- 43k
4= B> Deney- 50d
4=mmm B: Kontrol- 53k

IgY-Agir zincir

‘ C— A1 Deney-10d

Sekil 3.10. Western blot kemiliiminesans negatif goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol, Ai:1. ana hatt1 (10d), A2: 2. ana hatt1 (20d), As: 3. ana hatt1 (30d), Ba: 1. baba hatt1 (40d), Ba.:
2. baba hatti (504).
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Western blot analizi sonrasinda imagER Eyes programi yardim ile gériintiilenen I1gY
antikorlariin agir ve hafif zincirlerinin ii¢ boyutlu (3D) olarak alninan gorintiisii “Sekil

3.11.”’de verilmistir.

IgY-Agir zincir
(3D)

:
[

S W

Wl
ni
\ \

Wi

IgY-Hafif zincir
(3D)

IgY-Agir zincir
(3D)

IgY-Hafif zincir
(3D)

Sekil 3.11. Western blot analizi imagER Eyes programi ile dogrulanan IgY antikorlarinin ti¢ boyutlu (3D)

gOrilintlisti

3.6. Agar Jel immunodifiizyon Testi (AGID) Bulgular

Polietilen glikol (PEG 6000) ¢okeltme yontemi kullanilarak izole edilen yumurta sarisi
antikorlarin, SDS-PAGE ve Western blot analizi ile IgY molekiilii olduklar: tespit edildi.
Ardindan elde edilen antikorlarin anti-C. tetani IgY olduklarini ispatlayabilmek adina, agar ile
olusturulan yar1 kat1 ortamda antijen ve antikorun birlestigi alanlarda ¢okelti olusmasi esasina
dayanan AGID testi yapildi. IgY antikorlarinin katlanma bolgesi olmamasi bu molekiillerin
esneklikleri sinirli olmasina neden olmaktadir. Bu sebeple yiiksek tuz konsantrasyonlarinda

¢okelmeye veya agliitinasyona neden olurlar. Bu bilgi 1s181inda tez ¢aligmasinda uygulanan
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agar jel immunodifiizyon testinde kullanilacak agar %8, %12, %16 ve %20 NaCl
konsantrasyonlarinda Office International des Epizooties (OIE) (2000) tarafindan bildirilen
yonteme gore hazirlandi. Hazirlanan agarlardan en iyi presipitasyon %12’lik NaCl
konsantrasyonu ile hazirlanan agarda goriildii ve buna gore hazirlandi. Pozitif kontrol olarak
son asilamadan 14 giin sonra toplanan ve ELISA testinde en yiiksek antikor titresine sahip kan
serumlar1 kullandi. Negatif kontrol olarak toksoid verilmeyen ve Bradford protein tayin
testinde en diisiik konsantrasyona sahip kontrol grubu deney hayvanlarinin yumurtalarindan
izole edilen IgY’ler kullanildi. Petrilere yerlestirilen A1 (10d,11d,12d), A2 (20d,21d,22d), A3
(30d,31d,32d), B1 (40d,41d,42d) ve B2 (50d,51d,52d) kodlu deney grubundan izole edilen C.
tetani spesifik IgY’ler, nemli ortamda 37°C'de 48 saat inkubasyon sonrasinda karanlik bir
ortamda koyu bir zeminde tek odakli 151k kaynagi altinda Sekil 3.12., Sekil 3.13., Sekil 3.14.

ve Sekil 3.15.”’te gosterildigi gibi presipitat ¢izgilerinin varlig1 yoniinden kontrol edildi.

Sekil 3.12. AGID testi 1. petri presipitasyon goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol. 10d,11d,12d: A1 (1. ana hattr) deney grubu, 20d: Az, (2. ana hatt1). Pozitif kontrol (12d kan
serumu). Negatif kontrol (14k-1gY).
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Sekil 3.13. AGID testi 2. petri presipitasyon goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol 21d,22d: A2 (2. ana hattr) deney grubu, 30d, 31d: As, (3. ana hatti). Pozitif kontrol (22d kan
serumu). Negatif kontrol (23k-1gY).

Sekil 3.14. AGID testi 3. petri presipitasyon goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol 32d: As (3. ana hatt1) deney grubu, 40d, 41d, 42d: Bu, (1. baba hatt1). Pozitif kontrol (40d
kan serumu). Negatif kontrol (33k-IgY).
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Sekil 3.15. AGID testi 4. petri presipitasyon goriintiisi

(d):deney, (k):kontrol 50d,51d,52d: B2 (2. baba hatt1) deney grubu. Pozitif kontrol (52d kan serumu). Negatif
kontrol (53k-1gY).

Test sonucunda elde edilen IgY antikorlari ile tetanoz toksoidi arasinda olusan prisipitat
goriintiisti, elde edilen yumurta saris1 antikorlarinin C. tetani toksoidine spesifik olarak

iiretildigini kanitladi.
3.7. Cabuk Lam Agliitinasyon Testi Bulgulari

AGID testinin ardindan partikiil halindeki antijenlerin 6zgiil antikorlarla birlesmesi ve
capraz baglar olusturarak kiimelesme esasina dayanan lam iizerinde uygulanan ve birkag

dakika gibi kisa siirede yanit veren ¢abuk lam agliitinasyon testi yapildi. Testde antijen olarak

‘Cloteid 4 inj’ ticari as1 antijeni lam iizerine damlatildi. Uzerine test edilecek deney
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gruplarindan elde edilen C. tetani spesifik izole IgY eklendi. Kontrol grubu deney
hayvanlarinin yumurtalarindan izole edilen IgY’ler ise negatif kontrol amaci ile test edilecek
deney grubunun hemen altina eklendi. Birka¢ dakika i¢cinde ‘Sekil 3.16.”’da gosterildigi gibi
deney grubunda tipik kiimelesmelerin olustugu gézlendi ve izole edilen yumurta sarisi
antikorlarmin C. tetani toksoidine spesifik olarak iiretildigi birkez daha teyit edildi. Toksoid

verilmeyen kontrol grubu deney hayvanlarinin yumurtalarindan izole edilen IgY’ler ile toksoid

as1 homojen bir yapida gozlendi.

B1 Deney- 40d

P ) Deney- 20d
! A3 Deney- 30d
._ B2 Deney- 50d

] Al Deney-10d

A2 Kontrol- 23ke——> 0
A3 Kontrol- 33k ——)

B1 Kontrol- 43k —)

B2 Kontrol- 53k

Sekil 3.16. Cabuk lam agliitinasyon goriintiisii

(d):deney, (k):kontrol, Al:1. ana hatt1 (10d), A2: 2. ana hatt1 (20d), A3: 3. ana hatt1 (30d), B1: 1. baba hatt1 (40d),
B2.: 2. baba hatt1 (50d).
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4. TARTISMA

Tetanoz, C. tetani tarafindan iiretilen TeNT norotoksininin neden oldugu, insanlar ve
birgcok hayvan tiirii igin yagsami tehdit eden bakteriyel bir hastaliktir. Tetanoza kars1 tiim canl
tiirleri duyarli olsa da, tiirler arasinda hastaliga kars1 duyarlhilik farkliliklar gosterir. Ozellikle
atlar, cevreleri ve yaralanma egilimleri nedeniyle hassastir. Antikorlarin en Onemli
uygulamalarindan biri pasif bagisiklama yoluyla hastalik etken ve toksinlerine karsi hizli
koruma uygulamasidir. Bu amagla kullanilan tetanoz antitoksini, dondr atlarin hiper
immunizasyonu (bagisiklamasi) ve ardindan kan serumundan antikorlarin toplanmasiyla
iretilir ve hastaliga karsi duyarli atlara aninda fakat kisa siiren pasif koruma saglamak igin

kullanilir (Barnett vd., 2001).

IgY antikorlari, teshis ve profilaksi amag¢li kullanimda atlardan, farelerden ve
tavsanlardan monoklonal ve poliklonal antikorlar iiretmeye kiyasla ¢esitli avantajlara sahiptir.
3R ilkeleri g6z oniine alindiginda, IgY iretimi memeli antikorlarmin yerini alacak etik bir
alternatifi temsil eder (Russell ve ark., 1959). Literatiirde bildirildigi tizere, poliklonal antikor
tretimi ile tanisal ve pasif profilaksi uygulanmasindaki IgY teknolojisinin faydalari bu
arastirmayr motive etmistir. Ayrica bu calisma, memeli kokenli IgG antikorlarindan
kaynaklanan sorunlardan ka¢inmak icin IgY antikorlarinin kullanilmasimi ve tetanoz

tedavisinde hayvan refahin1 gozeten alternatif bir yontem gelistirmeyi amagladi.

Bu tez ¢aligmasinda, bireysel olarak C. tetani toksoidi ve adjuvant (FCA/FIA) ile
bagisiklanan deney grubundaki tavuklarin total antikor titrelerinin her immunizasyon
sonrasinda artis gosterdigi ortaya kondu. Son bagisiklamadan 14 giin sonra alinan kan serumu
orneklerinde total antikor titrelerinin en yiiksek seviyeye ulastig1 goriildii. ELISA testinde elde
edilen sonuglar, bir rapel immiinizasyondan sonra antikor titresinin 6nemli dlgiide arttigini
bildiren Schade vd. (2005)’ni desteklemektedir. Buna karsin adjuvant (FCA/FIA) ve PBS
verilen kontrol grubunun total antikor titrelerinde 6nemli bir degisiklige rastlanilmadi. Bu
durum tetanoz toksoidi ile bagisiklanan deney grubundaki tavuklarin bagigiklik sistemi
tarafindan antijene karst onemli bir antikor titresi olusturdugunu gostermistir. Fathi vd.
(2020)’nin E. coli Shiga benzeri toksine karsi yaptiklari IgY konulu benzer bir ¢aligmada,
birinci ve ikinci antijen enjeksiyonu sonrasi serum ve yumurta sarisinda antijene karsi tiretilen
antikor titreleri karsilastirilmis ve kontrol grubuna gore deney grubunda antijene karsi dnemli
bir antikor titresi tespit edilmistir. Dolayis1 ile Fathi vd. (2020)’nin bulgular ile bu tez

calismasindan elde edilen bulgular ortiismektedir.
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Bagisiklama islemi tamamlandiktan bir hafta sonra yumurtalar toplanmaya baslandi. 8
haftalik siirede toplamda 1176 adet yumurtanin toplanmis oldugu tez ¢aligmasinda, deneyde
kullanilan tiim tavuklarin yumurtlama performansinda herhangi bir kayip goézlenmedi.
Schniering vd. (1996)’nin, tavuklari bir bagirsak parazitinin (Ascaris suum) antijenleri
(somatik, sekretorik-ekskretorik) ile bagisikladigi bir ¢aligmada, antijen enjekte edilen
tavuklarin yumurtlamasi, dnce 3 haftada bire kadar diistiigii ve sonrasinda tamamen durdugu
bildirilmistir. Ote yandan tez ¢alismasi bulgulari ile paralel sekilde Hlinak vd. (2000)
tavuklarin normal kosullarda basit bir antijen enjeksiyonundan ¢ok az etkilendigini rapor
etmistir. Schniering vd. (1996)’nin bulgular1 muhtemelen bagirsak parazitlerinden

kaynaklanan toksik maddeler nedeniyle olabilecegi diistiniilebilir.

IgY'nin 6zellikleri izolasyon ve saflastirma yontemlerinden derinden etkilenmesi sebebi
ile; suyla seyreltme yontemi, amonyum veya sodyum siilfat ¢okeltme yontemi, PEG ¢okeltme
yontemi, dekstran stilfat ¢cokeltme yontemi, onceden sogutulmus propan ve aseton yontemi ve
suyla seyreltme ultrafiltrasyon yontemi dahil olmak tizere gesitli IgY izolasyon yontemleri
ayritili olarak incelenmis ve tez calismasinda PEG 6000 ¢okeltme yontemi kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar yumurta sarisindan izole edilen IgY antikorlarin stabil titreye sahip
oldukga spesifik antikorlar oldugunu gostermistir. Ayni yontemi kullanan bir¢ok ¢alismada

benzer sonuglar elde edildigi bildirilmektedir (Bentes vd., 2022; Fathi vd., 2020; Li vd., 2020).

izole edilen anti-C. tetani IgY antikorlarmin protein konsantrasyonlar1 Bradford protein
tayin yontemi (Bradford, 1976) ile dlgiildii. Analiz sonucunda C. tetani toksoidi ile asilanan
deney gruplarindaki protein konsantrasyonunun kontrol grubuna oranla daha yiiksek oldugu
goriildii. Bentes vd. (2022)’nin Rotaviriislerine karsi yapmis oldugu IgY calismasinda; ii¢
immiinojenik doz alan tavuklarin, iki immiinojenik doz ve immiinojenik olmayan doz
alanlardan daha yiiksek bir protein konsantrasyonuna sahip oldugunu bildirmislerdir. Benzer
sekilde Kesmen (2014)’in antijen olarak Salmonella Pullorum ve Salmonella Gallinarum
kullanarak yapmis oldugu IgY konulu tez ¢alismasinda, her iki antijenin birlikte verildigi
deney grubunda en yiiksek, tek antijenin (S. Pullorum) verildigi deney grubunda daha diisiik
ve antijen verilmeyen kontrol grubunda ise en diisiikk protein miktarmna sahip oldugu
bulunmustur. Yapilan tez ¢alismasinda bulunan protein konsantrasyonlari da bu ¢aligmalarin
bulgular ile benzerdir. Ayrica elde edilen bu bulgular bagisiklama sonrasi kan serumundaki
total antikor miktarlarinin tespit edildigi ELISA testinde elde edilen sonuglart destekler
nitelikteydi.
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Standart bir yumurta saris1 antikorunun molekiiler agirligi 180 kDa'dir. Bu agirlik, her
biri yaklasik 25 kDa olan iki hafif zincirden ve her biri yaklasik 65 kDa olan iki agir zincirden
olusur. Tez galigmasinda yapilan SDS-PAGE sonrasinda molekiiler agirligi yaklasik 60 kDa
(IgY agir zincir) ve 25 kDa (IgY hafif zincir) arasinda olan bantlar gériintiilendi. 60 kDa band1
jel lizerinde tam olarak olmasi beklenen konumda olmamasi, yaptigi IgY konulu tez
caligmasinda benzer bir bant goriintiisii alan Groves (2017)’in bildirdigi gibi; bazi proteinlerin
akist karigimin diger bilesenlerinden etkilenebilir ve 60 kDa bandinda yer alan agir zincir, saf
bir proteinden biraz daha uzaga ilerlemis olabilir. Bununla birlikte jel tizerinde yaklasik 40
kDa agirliginda ortaya ¢ikan bagka bir bant gozlendi. Bu bant molekiil agirhigi 44 kDa olan
tavuk serum albiimini ile yumurta sarisinin graniiler fraksiyonunda bol miktarda bulunan bir
protein olan yumurta sarisi plazma glikoproteinlerinin kombinasyonu olabilir. Yine yumurta
beyazinda bol miktarda bulunan 42 kDa'lik bir protein olan ovalbumin'in de bu bandin
olusumuna bir miktar katkis1 olmast muhtemeldir (Mann ve Mann, 2008). Li vd. (2020)’nin
periodontitis ile iligkili patojenlere kars1 IgY iiretimi konulu ¢alismasinda yapmis olduklari jel
elektroforezinde tez ¢alismamizda ki sonuglara benzer sekilde yaklasik 35-40 kDa molekiiler
agirliga karsilik gelen kiiciik safsizliklar gézlemlemisler ve bu bantlar1 vitellogenin II'nin C-

terminal fragmani olarak agiklamiglardir.

SDS-PAGE testini dogrulamak amaci ile Western blot analizi yapildi ve nitroseliiloz
membrana aktarilan jel, kemiliiminesans goriintiileme sisteminde imagER Eyes programi
yardimui ile goriintiilendi. Western blot analizi sonucunda dogrulama antikoru olarak kullanilan
Rabbit anti-Chicken IgY (H+L) Secondary Antibody ile izole edilen anti-C. tetani IgY
antikorlarinin anahtar kilit seklinde birlestigi jel {izerinde goriintiilendi. Bu goriintii saf olarak

iiretilen IgY 'nin varligin1 dogrulada.

Varligi dogrulanan IgY antikorlarin anti-C. tetani IgY olduklarini ispatlayabilmek
adina, agar ile olusturulan yar1 kati ortamda antijen ve antikorun birlestigi alanlarda ¢okelti
(presipitasyon) olugmasi esasina dayanan AGID testi yapildi. IgY antikorlarin katlanma
bolgesinin olmamasi bu molekiillerin esnekliklerinin sinirli olmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple yiiksek tuz konsantrasyonlarinda ¢okelmeye veya agliitinasyona neden olurlar (Tizard,
2017). Bu yiizden agar jel immunodifiizyon testinde kullanilacak agar farkli (%8, %12, %16
ve %20) NaCl konsantrasyonlarda Office International des Epizooties (OIE) (2000) tarafindan
bildirilen yonteme gore hazirlandi. Hazirlanan farkli tuz konsatrasyonlara sahip agarlardan en
iyi presipitasyon %12’lik NaCl konsantrasyonu ile hazirlanan agarda goriildii ve bu tuz

yogunlugunda ki agar test i¢in kullanildi.

70



AGID testi sonucunda deney grubundan izole edilen C. tetani spesifik IgY’ler ile
tetanoz toksoidi arasinda olusan presipitat goriintiisii, elde edilen yumurta saris1 antikorlarinin
C. tetani toksoidine spesifik olarak iiretildigini kanitladi. Parrilla-Alvarez vd. (2008),
Sudjarwo vd. (2017) ve Susilowati vd. (2019) yapmus olduklar1 IgY ¢alismalarinda, tez
caligmamizda elde edilen sonuglara benzer sekilde, tirettikleri IgY antikorlarin spesifikligini
AGID testi ile ispatlamiglardir. AGID testi Sonrasinda antijenlerin &zgiil antikorlarla
birlesmesi ve ¢apraz baglar olusturarak kiimelesme esasina dayanan ¢abuk lam agliitinasyon
testi yapildi. Birkag dakika i¢inde deney grubundan izole edile IgY’ler ile antijen arasinda tipik
kiimelesmelerin olustugu gozlendi ve izole edilen yumurta sarisi antikorlarinin C. tetani

toksoidine spesifik olarak iiretildigi birkez daha gosterilmis oldu.

Yapilan bu ¢aligma sonrasinda tavuklarin tetanoz toksini ile asilanarak kan serumu ve
yumurta sarisina tagman Spesifik immiinoglobulinlerini, yumurta sarisindan non-invaziv
olarak ftretilebilecegi gosterilmis oldu. Antijen olarak kullanilan ‘Cloteid 4 inj’ ticari ast,
spesifik antikorun basaril bir sekilde tiretilmesini sagladi. IgY'nin 6zellikleri ekstraksiyon ve
saflastirma yontemlerinden 6nemli dl¢tide etkilenir. Tez ¢alismasinda kullanilan PEG (6000)
ekstraksiyon protokoliiniin IgY'yi ayirmada etkili, uygun maliyetli ve stabil titreye sahip
oldukga spesifik antikorlarla sonuglandigi gosterildi. Ayrica C. tetani’ye atifta bulunularak

tetanoz disinda bir ¢ok antijene kars1 spesifik antikor iiretilebilecegi gosterildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda aldigimiz sonuglar, IgY teknolojisi kullanilarak hayvan refahi, etik
degerler, 3R kurali gozetilerek tetanoz hastaliginin tan1 ve tedavisinde kullanilan uygulamalara
alternatif olarak; bagisiklanan tavuklarin yumurtalarindan non-invaziv sekilde spesifik IgY

antikorlar1 tiretmenin miimkiin oldugunu gdstermektedir.

» zolasyon asamasinda kullanilan PEG (6000) ekstraksiyon protokoliiniin yumurta
sarisindan antikorlarin izole edilmesinde basarili oldugu gosterildi. Elde edilen IgY
antikorlarinin safliklar1 ve molekiiler agirliklart SDS-PAGE analizi ile varliklarinin
dogrulanmasi ise western blot analizi ile gosterildi.

»  Varligi dogrulanan IgY’lerin AGID ve ¢abuk lam agliitinasyon testleri ile C. tetani
toksoidine spesifik olarak iiretilebilecegi gosterilmis oldu.

= Antijen olarak kullanilan ‘Cloteid 4 inj’ ticari asi, spesifik antikorun basarili bir
sekilde liretilmesini sagladi.

* Yapilan bu ¢alisma sonrasinda yumurta sarisindan non-invaziv olarak herhangi bir
etkene ve/veya toksinine spesifik antikorlarin tiretilebilecegi ortaya kondu.

» Butez ¢aligsmasi ile alinan sonuglar gelecekte in vivo arastirmalar neticesinde tetanoz
basta olmak lizere bir¢ok etkene karsi immiinoterapi, teshis ve IgY arastirmalarina

katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Tavuklarin immiinizasyonu i¢in immiinojenlerin ve adjuvantlarin se¢imine iliskin daha
fazla arastirma yapilmasi, optimum immiin sistemi uyarici etkinin saglanmasi ve spesifik IgY
antikorlarmin veriminin arttirilmasi amaciyla avantajli olacaktir (Lévesque vd., 2007). Saf
DNA gibi yeni immiinojenler, hiperimmiin yumurta antikorlarinin miktarin1 artirmak igin
diistiniilmelidir. Ciinkii bu emek ve zaman yogun olan protein ekspresyonu ve saflastirma
prosediirlerine olan ihtiyaci ortadan kaldiracaktir (Cova, 2005; Romito vd., 2001). Ayni anda
birden fazla patojene yonelik yumurta antikorlar1 iiretmek ve bunun sonucunda ayni anda
farkli antijenleri notralizasyonun saglayabilmek amaciyla daha fazla arastirma yapilmasi
gerektigi distiniilmektedir. Ayrica 1gY'nin dogal matriksi (yumurta) bir miktar koruyucu etki
saglasa da, arastirmacilara gore 1gY'nin 1s1 ve proteolitik stabilitesi konusu halen tartismalidir
(Jaradat vd., 2000). IgY'nin ticari olarak daha yaygin kullanilabilmesi i¢in 1s1 ve bagirsak
stabilitesini artiracak 6nlemlerin, maliyetini biiylik 6l¢iide artirmadan iiretim asamasindan

once alinmasi faydali olacaktir.
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Bu ¢aligmadan elde edilen ¢iktilar, daha sonra yapilacak olan saflastirilabilen ve pasif
bagisiklama ile diger hayvanlari koruyabilen, tespit edilebilir, koruyucu miktarlarda {iretebilir
IgY calismalarina olanak saglayacaktir. IgY antikorlarmin kiimes hayvanlarinda goriilen
enfeksiyonlarina karsi yararli etkileri iyi belirlenmis olmasina ragmen, IgY teknolojisinin bir
takim kisitlamalar1 bulunmaktadir. Yapay pasif bagigiklikla sunulan korumanin kisa siireli
olmasi, antikorlarin uygun dozlarda devamli olarak kullanilmasini gerektirmektedir. Bu durum
yiiksek maliyet gerektirebilecek 6nemli miktarda antikor iiretilmesini dogurur. Bu nedenle,
yiiksek kaliteli antikorlarin biiyiik Olgekte verimli ve ekonomik fiiretimi i¢in alternatif

yontemler gelistirilmelidir.

Sonug olarak, antijen enjeksiyonu ile tam bir bagisiklama doneminin ardindan tavuk
kanindaki IgY antikorlar1 maternal bagisikligi uyararak yumurta sarisina aktarilir ve bu
spesifik antikorlar yumurta sarisindan izole edilebilir. Bu durum tavuk yumurtasinin
memelilerin kullammmina uygun, alternatif bir antikor kaynagi oldugunu gostermektedir.
Gelecekte IgY teknolojisinin faydalarinin, hem arastirma alaninda hem de tiptaki evrensel
uygulamalarda biiyiik Olgiide artmasi beklenmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile elde edilen
spesifik tetanoz toksin antikorlarinin, insanlarda ve evcil hayvanlarda tetanoz hastaliginin
mevcut tedavilerine alternatif degerli bir terapétik arag olabilecegi diisiinmekteyiz. Ayni
zamanda, olasi teshis araglari olarak da kullanilabilecek ¢esitli dogal toksinlere karsi

panzehirlerin iiretimi amaciyla bir alan olusturmasi beklenmektedir.
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PROSPEKTUS (Package leaflet)

Sadece Hayvan Sagliginda Kullanilir

CLOTEID 4 inj.

Vet. Kullanim igin
Tetanoza karsi as!

(B1|LE|$.IMI. : Kopekler ise av sezonu, yarigma

Ml igerisinde) ve otel ortamlari gibi viicut direncinin
Aktif ajan zayifladigi zamanlarda

Purifiye Tetanoz Anatoksini 301U agilanmamalidir. Belirtilen

Adjuvant ve prezervatifier donemlerden once, fiziki
Alliminyum Hidroksit Jel. 0.1 ml  kondisyonlarinin gli¢ld oldugu
Tiyomersal 0.15mg  dénemlerde agilanmalidiriar.

Tamponlu Saline gozeltisi ~ ad. 1ml  KONTRENDIKASYONLARI
KULLANIM as dénemindeki
SAHASVENDIKASYONLARI amalidir.

3 aylik veya daha biiyik At, Tay, Sigr,

Buzagi, Koyun, Kuzu, Kegi, Oglak, ¢
Kopek ve Yavru Kdpeklerin Tetanoza
kargi aktif bagisiklig:.
KULLANIM SEKLI VE DOZU
Uygulama Yolu:

Kas ici (intramuscular) olarak giute
kasa uygulanir.
Atlarda, as! kuru igne metoduyla
uygulanabilir, tercihen gluteal kasina.
Sakin olmayan atlar igin boyun vey
goglis kasina uygulanabilir. ‘
Dozu: 1 ml, kas ici olarak gluteal
kasa uygulanir. 3 hafta sonra ayni
sekilde tekrar agilama yapilir.
Sonraki takviye asisi iki yil sonra
yapilir (atlarda dort ylldan sonra).
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MUHAFAZA SEKLI VE RAF OMRU ~ kyLLANIM SONU iMHA VE HED

Agctiktan sonra 10 saat icinde OLMAYAN TURLER [CIN
tiketilmelidir. UYARILAR: - tklarin
Kuru ve karanlik ortamda 2 — 8 *C'de Miistahzara ait ambalajin ve @ ore
muhafaza ediniz. Raf émrij iiretim imhast, gegerli dizenlemelere g
tarihinden itibaren 3 yildr, yaplimalidir. Ag! bagka amagla
Eolr kullanma tarihi gecen Griin kullaniimamalidir.

ullanmayinz. IGINDA
Asi dondurulmamalidir. * SADECE HATVAN S

KULLANILIR

SATIS YERI VE SARTLARI Kullanmadan nce Veteriner hekime

Veteriner hekim regetesiyle veteriner

hekim muayenehaneleri, poliklinikleri, ~ Danisiniz | yerde
hayvan hastaneleri ve eczanelerde g"lﬁ‘:gsmszl'a gaTaceLl

u
satilir (VHR). Beklenmeyen bir etki ga;ﬁ]dngﬂnde
TICARI TAKDIM SEKLI Veteriner hekime 1Z.

1 ml lik flakonlar: 2, 10 veya 20
flakonun sigacadi plastik kutularda,
flakonlarin girecegi uygun deliklere
yerlestiriimis ve plastik kapakla
kapatilmig kutu ile satisa
sunuimustur.
5 ml lik flakonlar: 10 flakonun
sigacag plastik kutularda, fiakonlarin =
girecedi uygun deliklere yerlestirilmis |
ve plastik kapakla kapatilmis kutu ile
saliga sunuldugu gibi, fiakonlar ayri
karton kutularda paketlenmis olarak
da satiga sunulmustur,
10 ml ve 20 ml lik flakonlar:
Ayri ayri karton kutularda paketlenmis
olarak satisa sunulmustur.
Onceden doldurulmus kullanima
hazir ginngalar:
Asl, cam giringalara 1 ml hacminde
onceden doldurulmugtur. Asiyi
barindiran $iringa igin, koruyucu
onlemler alinmis ve steril sartlar
yerine getirilmis olarak satiga
sunulmustur.

90



