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OZET

POLIVALAN ASIDA IN VITRO OLARAK BETA TOKSIN
ETKINLiGININ SAPTANMASI

ADIYAMAN, Asli

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Ana Bilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

Haziran 2022, 57 sayfa

Clostridium perfringens tip C tarafindan salgilanan beta toksin basta koyun
keci ve sigirlarda enteroroksemiye neden olan bir enfeksiyon ¢esididir. Hastaligin
miicadelesinde en etkili yol asilamadir. Cesitli klostridial etmenlerin bir araya
gelmesiyle polivalan olarak hazirlanmis asilarin  potens testleri, deney
hayvanlarinin kullanimini esas alan toksin nétralizasyon testi ile yapilmaktadir.
Tnt’nin hem hayvan refahi ve temini agisindan hem de hayvan test sonuglarinin
tutarsiz olabilecegi goz Oniine alinarak, alternatif metotlarin gelistirilmesi ve
uygulanmasi gerektigi stirekli vurgulanmaktadir. Serolojik tabanli bir test olan
ELISA, polivalan klostiridial asilarin potens testlerinde uygulanmasi daha miimkiin

olan ihtimaller iginde goriilmektedir.

Bahsedilen bu ihtimaller goézetilerek beta toksoid igeren polivalan asiyla
immunize edilen tavsan serumlari ile beta antitoksin Elisa yontemi uygulamalar
yapilmigtir. Uygulamalar sonucunda platelerde goriilen renk gradientleri ile sayisal
sonuclar birbiriyle uyum gostermektedir. Calisma sonucglarinda immunize tavsan
serumlarinin OD’sinin sirastyla 9,72 ve 9,98 olmast serumu gegerli kilmugtir.
Ardindan uygulanan asinin referans serum OD’lerine orani sirastyla 1,45 ve 1,83
olmasi ile yontemin gegerli oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar beta toksin igeren
polivalan asilarin potens testlerinde Tnt yerine, beta antitoksin ELISA testinin

validasyonlariin da yapildiktan sonra kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Beta toksin, Potens, Polivalan as1i, TNT, ELISA






ABSTRACT

DETERMINATION OF BETA TOXIN ACTIVITY IN VITRO IN
POLYVALENT VACCINE

ADIYAMAN, Asli

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

June 2022, 57 Pages

Beta toxin secreted by Clostridium perfringens type C is a type of infection that
causes enteroroxemia in sheep, goats and cattle. The most effective way to control
the disease is vaccination. Potency tests of vaccines prepared as polyvalent by
combining various clostridial factors are performed by toxin neutralization test
based on the use of experimental animals. It is constantly emphasized that
alternative methods should be developed and applied, both in terms of animal
welfare and supply of Tnt and considering that animal test results may be
inconsistent. ELISA, a serological-based test, seems to be more likely to be applied

in potency tests of polyvalent clostridial vaccines.

Considering these possibilities, rabbit sera immunized with beta toxoid containing
polyvalent vaccine and beta antitoxin Elisa method were applied. As a result of the
applications, the color gradients seen on the plates and the numerical results are in
harmony with each other. In the results of the study, the OD of immunized rabbit
serawas 9.72 and 9.98, respectively, which made the serum valid. It was seen that
the method was valid, with the ratio of the administered vaccine to the reference
serum ODs being 1.45 and 1.83, respectively. These results show that polyvalent
vaccines containing beta toxin can be used instead of Tnt in potency tests after the

validation of beta antitoxin ELISA test.

Keywords: Beta toxin, Potency, Polyvalent vaccine, TNT, ELISA
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ONSOZ

Enterotoksemi, koyunlarda, kegilerde ve sigirlarda hizli gelisen ve oldiiriicii
bir hastaliktir. Hastaligin tek tedavi yontemi asilamadir. Veteriner kullanimi igin
ticari olarak satis1 yapilan C. perfringens tip C asilari, toksinin artik tip C suslariin
toksoidi olarak anildig1 veya tip A, B veya D suslar ile kombinasyon halinde

kimyasal olarak inaktive edilmis kiiltiirler igerir.

Asinin tretildigi firmalarda asi etkinlik testleri toksin nétralizasyon testi ile
deney hayvanlart {izerinde yapilmaktadir. Bu siire¢ laboratuvar hayvanlarinda
agriya, actya ve Olime neden olmaktadir. Bir yandan siirii hayvanlarint bu
hastaliktan korumak igin gesitli asilar gelistirilirken bir yandan da bu as1 testleri i¢in
yine deney hayvanlarinin kullanilmasi etik olarak dogru bir yaklasim degildir. Daha
fazla deney hayvanlarina zarar verilmemesi adina hem kendim hem de ¢alismakta
oldugum ATA-FEN A.S olarak Avrupa Farmakopesi’nin yonlendirmesi dahilinde

bizlerde bu testler i¢in serolojik yontemlerden biri olan Elisa’ya yoneldik.

Bu ¢alismada, polivalan bir aginin potensini 6lgmek i¢in deney hayvanlarinin
kullanilmasinin azaltilarak ortadan kaldirilmasi amag¢lanmistir. Polivalan asilarin
potensleri toksin notralizasyon testi ile yapilmaktadir ve bu testte deney hayvanlari
kullanim1 oldukga fazladir. Gelistirilecek in vitro bir test ile deney hayvanlarina
baglilik azalacak ve test sonucu daha kisa siirede alinacaktir. Ayrica serolojik
yontemlerin ~ kullanilmaya baslanmasi etkili asilarin  ticarilestirilmesini

destekleyecektir.
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1. GIRiS

Clostridium genusu Firmicutes filumuna ait, insan ve hayvanlarda goriilen,
patojenik, ¢ubuk seklinde, anaerob, bazi genuslarda spor olusturan Gram (+)
bakterileri igerir. Toprak, su ve kanalizasyon atiklar1 basta olmak {izere dogada
yaygin bir dagilim gosteren Clostridia’lar, hayvanlarin ve insanlarin
gastrointestinal mikrobiyotasinda da bulunmaktadir. Genusun tanimlanmis 200’den
fazla tiirii bulunmaktadir ve bunlarin bir kismi1 hayvan sagligi agisindan onemli
patojenik etken oldugu bilinmektedir. Genusun iiyelerinin bazilar1 dokularda lokal
birikim ya da aktif invazyon yoluyla hastalik siirecinin olusmasindan sorumlu iken,

diger bir grubu bakteriyel toksinler yoluyla etki gostermektedir. (Arslan, 2019)

Clostridium perfringens anaerobik, gram pozitif gubuk sekilli bir bakteridir
ve bu bakteri genusun en toksik tiirlerinden kabul edilir, farkl etki yollarina sahip
15’den fazla toksin tabiatinda protein veya enzim tiretmektedir. (Nagahama et al.,
2015) C. perfringens suslari, digerleri arasinda oldiiriicti, nekrotik ve sitotoksik
aktivitelere sahip alfa, beta, epsilon ve iota-toksinler olarak adlandirilan dort ana
toksini detaylandirir ve bes gruba ayrilir. (Nagahama et al., 2015) Bunlar
Clostridium perfringens tip A, B, C, D ve E’dir. Bu toksinler hedef hiicreler
tizerinde ya hiicre membranlarinda yapisal degisiklikler ile hiicre gegirgenliginin
artmasi, iyon dengesizlikleri ve sivi kaybinin ortaya ¢ikmasi (alfa, beta ve epsilon
toksinler) ya da aktin hiicre iskeletinin tahrip etmesi (iota toksini) gibi farkl
mekanizmalarla etki etmektedirler. Toksinlerin emilimi sistemik intoksikasyon ile
beraber kardiyovaskiiler sok ve oOliime giden enfeksiyonlara sebep olmaktadir.
Hastaligin olusmasi i¢in gereken toksin miktarlari genellikle ¢ok diistiktiir, 6zellikle
genc hayvanlarda akut ya da perakut seyirli, yiiksek Oliim gosteren ve hizl

gelismesi nedeniyle tedavisi gili¢ enfeksiyonlar ortaya ¢ikmaktadir. (Arslan, 2019)

C. perfringens'in farkli biyotipleri insanlarda ve hayvanlarda farkli
hastaliklara neden olur. Tip A suslart genellikle kuzularin normal bagirsak
mikrobiyotasinin bir pargasi olarak bulunur ve insanlarda gazli kangren ve gida
zehirlenmesi ile iliskilendirilmistir. C tipi suslar koyun, kuzu, buzagi, domuz

yavrular1 ve kiimes hayvanlarinda enterotoksemi ve nekrotik enterite neden olur.



D tipi suslarin koyun ve kuzularda dizanteri ve etli bobrek hastaligina neden

oldugu diisiiniilmektedir. (Erganis,2011)

C. perfringens tip C tarafindan iiretilen beta toksin, koyun, oglak ve sigirlarda
goriilen, ¢ok hizli ilerleyen ve oldiiriici bir hastalik grubu olan hemorajik
ilserasyona, ince bagirsakta enterotoksemiye neden olur. Hayvanin rutin
yasaminda hastalik olusturmazlar. Bagirsak hareketlerinin azalmasina neden olan
durumlarda hizla ¢ogalip toksin olustururlar. (Gida, Tarim ve Hayvancilik 11 Md,
2013) Hayvanlarin besi durumunun iyi olmasi, fazla siit verme, protein agisindan
zengin yemlerin tiiketilmesi, ani yem degisikligi, kotii bakim, besleme gibi etkenler
hastaligin hazirlayici sebeplerini olustururlar. Bahsedilen etkenlerde degisiklik
olmasi durumlarinda rumende yer alan bakteri biyotasinin yapisi kisa siirede bu
degisiklige ayak uyduramaz, fazla miktardaki yem veya sindirime ugramis olan
yemler ince bagirsaklara gecer ve bu alanlarda C. perfringens tip C iireyerek
toksinlerini olusturur. (Gida, Tarim ve Hayvancilik il Md, 2013)  Olusan toksinler
bagirsaklarin yapisini bozar. C tipi enfeksiyon donemlerinde, nekro-hemorajik
enterit, ince bagirsaktan sistemik dolasima beta-toksinin dahil edilmesini takiben
yaygin olabilir. Bu hayvanlarda 6liimden 6nce tetanik kasilma ve opistotonus gibi
ndrolojik semptomlar tespit edilmis olup, ilgili nodrolojik semptomlarin
bagirsaklarda iglenen ancak daha sonra beyin gibi i¢ organlari etkilemek igin

dolasima alinan toksinlere atfedildigini diisiindlirmektedir.

Ciftlik hayvanlarinda olusan en Onemli hastaliklar arasinda olan
enterotoksemilerin, lilkemiz de dahil olmak iizere diinya capinda et ve siit
endiistrisinde agir ekonomik kayiplar olusturmasi ve dogum Oncesi Yavru
oliimlerine neden oldugu bilinmektedir. Enfeksiyonun hizli ve zorlu seyretmesi,
hastalikla miicadelede tedavi edici uygulamalar yerine koruyucu tedbirlerin 6n
plana ¢ikmasimna neden olmaktadir. Enfeksiyondan korunmada antikora bagh
immunite rol oynar ve bu cevap serum antitoksin diizeyleri ile olduk¢a yakindan
iligkilidir. Bu bakimdan hastaligin kontroliinde asilamaya baglh aktif bagisiklik

onem kazanmaktadir. (Nagahama et al., 2015)

Hedef hayvanlarin asilanmasinda bakterin-toksoid iceren inaktif veteriner

biyolojik iriinler kullanilir. Toksoidler, hedef hayvanlarda immunojenik yanit



olusturan, fakat hastalilk yapma yetenegini kaybetmis inaktif toksinlerdir.
Immunizasyon amactyla kullanilan inaktif toksoidlerin; toksik olmayan (toksinin
zararl etkileri kaldirilmis), canlt mikroorganizma barindirmayan (toksin iiretimine
neden olabilecek hiicresel etmenler bulunmayan) ve asilanmis hayvanlarda

koruyucu bagisik yaniti olusturma yetenegine sahip olmasi gerekir. (Arslan,2019)

Geleneksel agidan enterotoksemi asilarinin potens testi genellikle canli
hayvan kullanilarak test edilir. Bu nedenle tavsanlarin asilanmasi ile elde edilen
serum orneklerindeki serolojik yanit, in vivo yontem olan toksin notralizasyon testi
(tnt) ile olgiiliir. Tnt bu tip asilarin potensinin belirlenmesinde standart prosediirler
arasinda kabul edilmekle birlikte, immunize edilen hayvanlarda toksoide karsi
olusan fonksiyonel ve ndtralize edici antikor diizeyinin, test hayvanlarina
uygulanan referans bir toksinin varliginda, giicii bilinen standart bir antitoksinle
karsilagtirilarak belirlenmesi ilkesini esas alan hayvansal tes yontemleridir.
(Arslan,2019). Su anda, potens testi i¢cin mevcut olan in vivo yontemler, laboratuvar

hayvanlarinda aci, istirap ve 6liime sebep olmaktadir. (Wilmes M.L., 2018)

Bu tiir testlerin kesin sonug¢ olarak 6liim ya da paraliz gibi siddetli klinik
bulgulara dayali devam etmesi, gelismekte olan hayvan refahinin iyilestirilmesi,
laboratuvar hayvanlarina aci veren uygulamalardan uzaklasilmasi ve testlerde
kullanilan hayvan sayisinin azaltilmasi yoniindeki etik yaklagimlara uygunluk
gostermemektedir. Ayrica zaman, maliyet ve isgiicli gibi dezavantajlara da sahip
oldugu bilinmektedir. Her bir bilesen igin ayr1 bir in vivo test ihtiyacinin olmasi,
polivalan bir asida potensin ortaya konmasinda kullanilan hayvan sayisini, is

yiikiinii ve test maliyetini daha da arttiracagi ortadadir.

Arastirmacilar tarafindan farkli agilarin potens testlerinde alternatif yontemler
arasinda; immunize edilmis hayvanlarin serum o6rneklerinde monoklonal ya da
poliklonal antikorlara dayali ELISA yontemleri, asidaki hiicresel antijen miktarinin
Olciilmesi ve relatif potensin belirlenmesine yonelik immunokimyasal metotlar ile
hiicre kiiltiirleri tizerinde yiritiilen serolojik yontemlerin gecerli oldugu toksisite
testleri denenmistir. Ozellikle antikor tabanli ELISA metotlart; testlerde kullanilan
hayvan sayisinin azaltilmasi, referans yontemin sonuglarina benzer bir benzerlik

gostermesi, giivenli tekrarlanabilir sonuglara ulasilmasi, hizli ve kolay



uygulanabilmesi bakimindan alternatif metotlar icinde Onem kazanmistir.

(Arslan,2019)

Bu c¢alismada ¢esitli Clostridium tiirlerinin hastalik etmenlerini barindiran
polivalan bir asida, enterotoksemi etkeni olan beta toksininin varliginin alternatif
bir test yontemi olan ELISA yontemi ile ¢alisilarak validasyonunun yapilarak

gecerliliginin kilinmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Clostridium perfringens ¢evremizde goriilme olasilig: yiiksek, patojen sporlu
bakterilerden biridir. Amerikali Dr. Welch ve ekip arkadaslar1 tarafindan 1892
senesinde insan otopsisinden izole edilmistir. Dr. Welch, enfekte olan kan
damarlarinda olusan gaz kabarciklarini gozlemlemistir ve bu hastalik etkenini
buradan izole ve identifiye etmistir. (Lucey & Grover, 2004) Baslangigta Bacillus
aerogenes capsulatus olarak isimlendirilen mikroorganizma i¢in sirasiyla Bacillus
welchii, Bacillus perfringens, Bacterium welchii veya Clostridium welchii isimleri
kullanmilmistir ve giiniimiiz literatiirinde Clostridium perfringens olarak

tanimlanmustir. (Skerman V., McGowan V., Sneath P.,1980).

2.2.  Clostridium perfringens’in Ozellikleri

Clostridium, Clostridia smifindaki bir cins ve Firmicutes filumuna ait bir
bakteridir. Toprakta, diskida, insan ve hayvan sindirim sistemlerinde bulunur.
Clostridium spp. hareketsiz, anaerobik olarak biiyliyen ve sporlar olusturan Gram

pozitif ¢ubuklardir. (Wilmes M.L., 2018)

Tek bir Clostridium perfringens bakterisi ortalama 0,6-2 um ¢apinda ve 1,3-
6 um uzunlugundadir ve ¢ift halde, tek c¢ubuklar ve kiigliik kiimeler halinde
bulunabilir. Anaerobik kosullar altinda 24 saatlik bilylimeden sonra, Clostridium
perfringens kolonileri piiriizsiiz, dairesel, yar1 saydam ve yaklasik 2-5 mm
capindadir. (Wilmes M.L., 2018)

Clostridium perfringens, 15 °C ile 50 °C arasinda biiyiiyebilir ve bir¢cok sus
icin optimum sicaklik 37 °C ’dir. Cogu sus i¢in 33 °C ile 49 °C arasindaki
sicakliklarda tireme siiresi 8 dakika olarak rapor edilmistir. (Labbe, 2000)

Anaerob olarak siniflandirilan bakteriler, oksijen varliginda cogalamazlar ve
ayrica kat1 anaeroblar veya aerotolerant anaeroblar olarak siniflandirilabilirler. Kati
anaeroblar oksijene maruz kaldiklarinda yasamazlar, aerotolerant anaeroblar ise

anaerobik olarak biiyiirler ancak oksijene maruz kaldiklarinda hayatta kalabilirler.



Clostridium perfringens mikro aerobik kosullarda hayatta kalma yetenegine

sahiptir, bu nedenle aerotolerant anaerob olarak siniflandirilir. (Wilmes M.L., 2018)

Clostridium perfringens ’in genomu yaklasik 3,6 milyar baz ciftidir.
Clostridium perfringens *teki DNA tek bir halkadir ve yaklasik 45 enzimi kodlar.
Bu bakterinin yeterli amino asit igermeyen bir ortamda biiylimesine izin vermez.
Bakterilerin tek kromozomu, %24 ila %55 arasinda bir G-C konsantrasyonu
igerebilir. Genom, birkag tasiyici i¢in kodlama ile 10 tane rRNA geni ve 96 tane
tRNA geni igerir (Johansson A, 2009).

Clostridium perfringens, 4 ana toksinin liretimine gore (Alfa toksin, Beta
toksin, Epsilon Toksini, lota toksini) 5 toksinotipe ayrilir. Bunlar tip A, tip B, tip
C, tip D ve tip E olarak isimlendirilir. Bununla birlikte, bu mikroorganizma
perfringolisin O (PFO), enterotoksin (CPE) ve beta2toksini gibi dldiiriicii toksinler
dahil olmak tizere ¢esitli kombinasyonlarda 16'ya kadar toksin iiretebilir. (Uzal ve
digerleri, 2014) Pek ¢ok Clostridial tiirde oldugu gibi, Clostridium perfringens 'in

viriilansinin etkisi toksinlerin {iretimine baglhdir.

Tablo 2.1 Dort ana toksin sinifinin varligina veya yokluguna dayali olarak C. perfringens
toksinotip siniflandirmasi. (Wilmes M.L., 2018)

Tip Alfa Beta Epsilon lota
A + - - -
B + + + -
C + + - -
D + - + -
E + - - +

2.2.1. Patojenite

Clostridial bakteriler tarafindan iiretilen pek ¢ok toksin mukozal nekrozla
iligkilidir. (Nagahama M., 2015) Tip C izolatinin neden oldugu nekrotizan
enterokolit, proksimal jejunumun cesitli bolgelerini etkileyen mukozal nekroz ile
kendini gdosterir ve bu, birka¢g vakada gozlenen endoskopik incelemelerle
dogrulanmistir. (Nagahama M., 2015) Toksinlerin emilimi sistemik zehirlenme ile
birlikte kardiyovaskiiler sok ve oOliimle sonuglanan enfeksiyonlara neden

olmaktadir. Virulans faktorii olarak kabul edilen toksinin hastaligi olustrmasi i¢in



gereken miktarlar1 genellikle ¢ok diisiiktiir, 6zellikle geng hayvanlarda akut veya
perakut olusan, yiiksek 6liim orani barindiran ve hizli seyretmesi nedeniyle tedavisi
glic enfeksiyonlar ortaya c¢ikmaktadir (Arslan A., 2019). Yeni doganlarda
enfeksiyonlarin meydana gelmesi i¢in C. perfringens'in 6nce konak¢i sindirim
sistemine girmesi gerekir. Normal bagirsak mikrobiyotasinin yeni doganlarda stabil
bir topluluk gelistirmesi zaman alir, bu da onlart tip C suslar tarafindan
kolonizasyona karsi olduk¢a duyarli hale getirerek gen¢ hayvanlarda hastaliga
neden olur. (Wilmes M.L., 2018) Bulasma, kontamine olmus meme baslarini
emerek, bakteriyi tasiyan annelerden emzirme sirasinda kolostrum yutarak,
etraftaki kontamine nesneleri yalayarak veya enfekte hayvanlardan kontamine digk1
materyali ile yakin temas yoluyla fekal oral yolla olusur. Duyarliligin yeni doganda
diisiik veya eksik proteinaz aktivitesine bagli olduguna inanilmaktadir ve
kolostrumdaki tripsin inhibitorleri bu soruna katkida bulunabilir. (Wilmes M.L.,
2018) Gen¢ hayvanlarda normal mikrobiyotanin gelisimi saglandiktan sonra,
toksinotip C bakterilerinin neden oldugu firsat¢i enfeksiyonlar biiyiik dlcilide azalir.
Beta-toksin, transmural bagirsak nekrozuna neden olur. C tipi sus enfeksiyonlar
oncelikle bebek hayvanlarda goriiliirken, yetiskin hayvanlar da enfeksiyonlara karsi
hassastir. Bu muhtemelen, bagirsakta biiylime, kolonizasyon ve toksin {iretimini
destekleyen mide pH'indaki bir artis1 etkileyen gastrointestinal faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Bu hastaligin ilerlemesi i¢in gerekli goriilen risk faktorlerinden
bazilari, yetersiz proteinli gida veya pankreas hastalifindan sorumlu olan tripsin

tiretiminin azalmasi olarak gosterilebilir.

2.3.  Clostridium perfringens Tiirleri
2.3.1. Clostridium perfringens tip a

Clostridium perfringens tip A, tiim C. perfringens tiirleri arasinda en yaygin
olanidir ve toksijenik 6zelliklerde en degisken olanidir. (Niilo L., 1980) Esas olarak
alfa toksin tiretimi ile karakterize edilir ve Clostridium perfringens 'in neden oldugu
cogu hastaligin baslica viriilans aracisidir. Insanlarda dahil olmak iizere koyun,
sigir, kegi ve atlar dahil diger memelilerin gazli kangren (clostridial miyonekroz)
olusumunda esas sebeptir. Ayrica travmatik enfeksiyonlar, nekrotik enterit ve

normal bagirsak yolu iltihabi olusturabilir. (Johnston et all.,1962)



Tip A, alfa toksinden baska, enterotoksin (CPE) ve B2 toksin (Cpb2) de
tiretebilir (Songer, 1996). Cpb2 iireten C. perfringens tip A da yakin zamanda koyun

ve kegiler de dahil olmak tizere bir¢ok hayvan tiirtinde hastalikla iligkilendirilmistir

(Dray T, 2004); (Bueschel D.M. ve digerleri, 2003)

Clostridial enfeksiyonlar, diinya genelinde goriilen ve ani 6liimle sonuglanan
bircok hastaliga neden olur. Clostridium perfringens tip A gibi yeni etkenlerin
yayginliginin artmasiyla, hayvancilik sektoriinde 6nemli ekonomik kayiplar ortaya
cikar. Bu hastaliklar toksikasyonla seyrettikleri i¢in tedavi edilmeleri miimkiin
degildir ve ¢ok hizli geliserek yiiksek oranda 6liime neden olurlar. Hayvancilik
sektoriinde Clostridial hastaliklardan korunmanin en etkili ve tek yontemi

asilamadir.

2.3.2. Clostridium perfringens tip b

C. perfringens tip b, hayvanlarin sindirim sisteminde diisiik miktarda (<103
kob/g) bulunur ve alfa, beta ve epsilon toksinlerini tretir. (Niilo., 1980). Bu
bakteriler koyunlarin 6nemli patojenleri olmakla birlikte kec¢i, buzagi ve taylarda
da hastaliga neden olmaktadir. C. perfringens tip b enterotoksemisi, bu bakterilerin
toksin tiretmesi ile birlikte bagirsakta cogaldiginda baslar. Bu toksinler baglangigta
bagirsaklar1 etkiler, ancak daha sonra emilir ve sistemik olarak hareket eder.
(Nagahama M., Kobayashi K., Ochi S., Sakurai J., 1991) Sonug olarak hayvanda,
genis nekroz ve ince bagirsakta kanama ve enterotoksemi ile sonuglanan enterite

sebep olur. Cogunlukla akut nérolojik belirtilere veya ani 6liime sebep olur.

2.3.3. Clostridium perfringens tip c

Hem insanlarda hem de ¢esitli hayvan tiirlerinde (atlar, koyunlar, sigirlar ve
domuzlar) ortaya ¢ikan C. perfringens tip ¢ enfeksiyonlari, enterotokseminin eslik
edebilecegi nekrotik enterit olarak goriiliir. C tipi hastaliginin cogunlugu, akut veya
perakut formda ortaya ¢ikan ve siddetli karin agrisi, kanli ishal ile nitelendirilir ve

yenidogan hayvanlarda gozlenir.

Clostridium perfringens beta toksini, tip C enfeksiyonlarinda ana viriilans
faktorii olarak kabul edilir (Fisher DJ et al., 2006). insanlarda C tipi hastalik,



Darmbrand veya Pigbel olarak da adlandirilan enteritis nekrotikans (EN) olarak
ortaya ¢ikar. EN vakalarinin ¢ogu, diyetlerin ve tath patates gibi tripsin inhibitorleri

acisindan zengin temel gidalarin tiiketildigi gelismekte olan tilkelerde goriliir.

C. perfringens toksinotip C bakterileri bagirsaga ulastiginda, ince bagirsagin
epiteline yapisarak nekroza neden olan alfa ve beta toksinleri salgilarlar. Beta
toksinin neden oldugu hasar, diger toksinlerin (alfa toksin gibi) konak¢inin dolagim
sistemine girmesine izin verir. Dolasan diger toksinler, epitel hiicrelerinin yikimini
siddetlendirir ve bakteri istilasina izin verir. Tiim bunlar, artan toksin iiretimine,
hiicresel nekroza, kanamaya ve 6liime yol acan kademeli bir etkiye neden olur. Tiim
bu gozlemler, Cpb' nin viriilans i¢in en 6nemli toksin oldugu inancina katkida

bulunur.

2.3.4. Clostridium perfringens tip d

Clostridium perfringens tip d, koyun ve kegilerde enterotokseminin en yaygin
seklidir. C. perfringens tip D'nin neden oldugu hastaligin patogenezini ¢ogunlukla
epsilon toksin olusturur. C.perfringens tip d en iyi bilinen C. perfringens tipidir,
ayrica epsilon toksin iiretir. Koyunlarda D tipi enterotoksemi vakalarinin ¢ogu,
diyetteki ani degisikliklerle, yiiksek oranda fermente olabilen karbonhidratlar
acisindan zengin yemlerle ilgilidir. Sonug olarak, biiylik miktarlarda sindirilmemis
karbonhidrat ince bagirsaga giris yapar. Bu genellikle, hayvanlarin tahillara agsamali
olarak adapte edilmeden beslenmeye baslanmasi ve ilkbahar ve sonbaharda
yagmurlardan sonra yesil ¢imenlere erisim olmadan besi alanlarina getirilmesi ile
iligkilidir (Bullen and Cushnie., 1963). Sindirim enzimlerine kars1 oldukga direngli
olan epsilon toksin bagirsakta fazla miktarda iiretildiginde, sistemik dolagim ile
birlikte absorbe olarak organ ve dokulardaki kilcal damarlarda gegirgenlik artis

olusturur.

Koyunlar1 ve kegileri enterotoksemiden korumanin en etkin yolu asilamadir.
Asilar, diinya ¢apinda koyun ve kegilerde en sik kullanilan biyolojikler arasindadir.
Bu nedenle, ciftlik sahipleri ve veteriner hekimler, D tipi enfeksiyonlarin1 ortadan

kaldirmak i¢in siklikla as1 kullanirlar.
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2.3.5. Clostridium perfringens tip e

lota toksini Clostridium perfringens tip E’nin temel toksinidir. Toksin
proteolitik enzimler ile aktive olur. Bu toksin kapillar arasindaki geg¢irgenligi arttirir

ve doku oliimlerine sebep olur.

2.4.  Clostridium perfringens Toksinleri
2.4.1. Alfatoksin (cpa)

Clostridium perfringens ‘in tip a suslarinin insanlarda gazli gangrene ve
yumusak seyirli ishale sebep oldugu kaydedilmistir. Cpa, enzimatik aktivite ile
hiicre zarlarin1 degistiren bir toksinin klasik bir 6rnegidir. Toksinotip A suslari
sadece major toksin alfa toksin iretir ve bu toksini cpa genine sahip diger
toksinotiplere gore daha yiiksek konsantrasyonlarda tiretirler. (Johnston et al.,1962)
Cpa'y1 kodlayan gen, bakteri kromozomu icinde stabil bir bolgede bulunur ve tim
C. perfringens izolatlarinda bulunur. Cpa, kalsiyum iyonlarmin varliginda hiicre
zarlarina baglanan 370 amino asitten olusan bir ¢inko metalloenzimdir. Katalitik N
alan1 ve zar baglayici C alani olmak tizere iki ana alana ayrilir. Sadece zar baglayici
C alan1 immiin koruyucudur. Cpa ayrica gangliosid (GM1a) baglama bolgesi igeren
merkezi bir dongii alanina sahiptir. EK olarak, Perfringolysin O (PFO) olarak
adlandirilan gozenek olusturucu toksinlerin kolesterol bagimli sitolizin ailesinin bir
tiyesinin, gazli kangrende g6zlenen patolojik etkileri iiretmek i¢in Cpa ile sinerjistik
olarak hareket ettigi gosterilmistir. Ancak hastalikta PFO'nun tek basma rolii

onemsiz goriinmektedir. (Uzal et al., 2018)

Alfa toksin, fosfatidilkolini pargalayan ¢inko bagimli bir fosfolipaz C'dir ve
oOkaryotik hiicre zarlarmin her iki bileseni olan sfingomyelin, eritrositlerin zarinda
ve hepatositler ve miyositler dahil olmak tizere birgok hiicre tipine zarar verir. (Uzal
et al., 2014; Wilmes M.L., 2018) Bu aktivite sonucunda, fosforilkolin bas
gruplarinin bdliinmesiyle hiicre yiizeyinde bulunan fosfolipid ¢ift katmanlarim
bozar, bu da hiicre zarin1 bozarak nekroz ve hiicre lizisine neden olur. Hiicre
membrani lesitin icerdiginden dolay1 alfa toksin yapist ile yikima ugrar. Cpa ayrica
hemolize yol agan diger bazt membran ve i¢ hiicre mekanizmalarini da aktive eder.

(Wilmes M.L., 2018; Uzal et al., 2014)
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Koyunlarda alfa toksin sar1 kuzu hastaligina ve yine kuzularda nadir goriilen
bir akut enterotoksemi sekline sebep olur. Bu hastaliin patogenezi hakkindaki
bilgiler minimaldir ve ¢ogu zaman c¢eligkilidir, ancak genellikle cogu klinik belirti

ve lezyonlar alfa toksinin etkilerinden kaynaklanmaktadir. (Uzal et al., 2014)

2.4.2. Beta toksin (cpb)

Clostridium perfringens tip ¢ tarafindan iretilen beta-toksin, ince
bagirsaktaki mikroorganizmanin neden oldugu nekrotizan ve inflamatuar bir
hastalik olan nekrotik enteritin énemli bir ajanidir. Beta-toksin, Staphylococcus
aureus alfa-toksin, 16kosidin ve gama-toksin igeren bir 3-gézenek olusturucu toksin
ailesine aittir. Bu toksine duyarl hiicre dizileri bulunmustur. (Nagahama M., 2015)
Cpb, plazmit kodlu gen cpb tarafindan kodlanir ve ‘’beta pore forming toxins’’
olarak bilinen heptamerik proteinler ailesi iiyesi olarak bilinir (BPFT). (Gurjar A.,
LiJ., 2010)

Beta toksin, insanlarda enteritis nekrotikans (pigbel) ile iliskilidir. Enteritis
nekrotikans; Clostridium perfringens tip c¢ drettigi p2 toksininin (Cpb2) hem
hayvanlarda hem de insanlarda olusturdugu bagirsak enfeksiyonu etkenidir.
Bununla birlikte, patojen rolleri ve fonksiyonel mekanizmalar ile ilgili ¢aligmalar,
toksin saflastirmanin zorlugu ve bu toksine karsi spesifik antikorlarin olmamasi
sebebiyle engellenmistir. C. perfringens tip ¢ tarafindan iiretilen -toksinin neden
oldugu enteritis nekrotikans kontamine gidalarin tiiketilmesiyle, abdominal
kramplar, kanli ishal, kusma gibi semptomlarla karakterize edilir. Bagirsakta
bulunan Cpb2-pozitif C. perfringens suslarmin varligi insanlardaki bagirsak
hastaliklariyla iligkilendirilmistir. Bagirsakta olusan nekrotik yanginin, ileri
safhalarda bagirsak tikanikliklarina ve sistemik toksemi sonucu 6liimlere neden
oldugu bilinmektedir. Koyunlarda 6liimciil hemorajik dizanteriden sorumludur,
bagirsak mukozasimnin hemorajik nekrozunu indiikler (Johnston et all.,1962;
Pasman et all., 2010). Cpb ayrica sigir, keci ve koyun dahil olmak iizere birgok evcil
hayvan tiiriinde nekrotik enterit veya enterotoksemide rol oynar. (Johnston et al.,
1962) Bu hastalik en ¢ok bu tiirlerin gen¢ hayvanlarinda goriiliir ve genel olarak
hem hayvanlarin hem de insanlarin bagirsak epitelinde ciddi hasara neden olabilir.

(Saadh ve digerleri, 2020) Yenidogan hayvanlarda enfeksiyonlarin meydana
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gelmesi icin C. perfringens’in once konaket sindirim sistemine girmesi gerekir.
Normal bagirsak mikrobiyotasinin yenidoganlarda stabil bir topluluk gelistirmesi
zaman alir, bu da onlart tip C suslar tarafindan kolonizasyona kars1 oldukca duyarl
hale getirerek geng hayvanlarda hastaliga neden olur. Ayrica bu toksin, hayvanlarin
bas, boyun ve omurganin geriye dogru kavis gosterdigi opisthotonos olarak da
bilinen sert fel¢ igeren norolojik bir hastaliga neden olabilir. Bu nérolojik tutulum,
toksinin dolagima girebilmesi ve kan beyin bariyerini gegebilmesi nedeniyledir.

(Wilmes M. L., 2018)

Beta-toksinin dldiiriicii ve dermonekrotik aktiviteleri oldugu bilinmektedir
ancak hemolitik degildir. Yetiskin fareler i¢in toksinin %50 6ldiiriicii dozu (LD50),
intravendz (damar i¢i) ve intraperitoneal olarak enjekte edildiginde sirasiyla 310
ng/kg ve 4.5 pg/kg'dir. (Martin et al., 1988) Kobaylar i¢in minimum nekrotik doz
yaklasik olarak 2 ng’dir. Beta-toksinin dldiiriici ve dermonekrotik aktiviteleri, N-
etilmaleimid, 5,5-dithio-bis (2-nitorobezoic asit) ve iyodoasetat gibi tiyol grubu
reaktifleri ve o-iyodosobenzoat ve oksitlenmis glutatyon gibi oksitleyici maddeler
tarafindan inhibe edilebilir. (Nagahama et al., 2015)

2.4.2.1. Beta toksinin gen regiilasyonu

C. perfringens tip ¢ sus izolatlari, Cpb genini tasiyan bir viriilans plazmidi
aracilifiyla kodlanmaktadir ve olgun beta toksin proteinini olusturmak {tizere
bdliinen 27 amino asitlik bir lider diziyi igeren 336 amino asitlik bir proteini kodlar.
(Wilmes M. L., 2018) Beta-toksin geni, IS1151 ekleme dizisini de igeren C.
perfringens'teki biiylik plazmit DNA'larinda bulunur. C tipi suslarin, ~65 ila ~110
kb arasinda degisen bazi plazmitlerde beta toksin kodlayan geni tasidig:
bilinmektedir. (Nagahama et al., 2015) Cpb'nin ¢ikarilan amino asit dizisi, S.
aureus'un delta toksini ve beta-gozenek olusturucu toksinleri (BPFT'ler) ile onemli
bir benzerlik paylasir. Cpb, a-hemolizin ailesinin klostridial B-PFT'si olarak
siiflandirilir. (Uzal et al., 2018)

2.4.2.2. Beta toksin karakterizasyonu

Bakteriyel toksinler genellikle endotoksinler veya ekzotoksinler olarak

siniflandirilir. Endotoksinler, dis zarla baglantili bir lipopolisakkarit kompleksine
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sahip gram negatif bakterilerin hiicre zarfiyla iligkilidir. Ekzotoksinler proteinlerdir
ve cogu gram pozitif ve gram negatif bakteri tarafindan salgilanir. Ekzotoksinin bir
alt sinifi, bagirsagi hedef alan ve genellikle hiicre zarlarini bozan gdzenek olusturan
toksinler olan enterotoksinlerdir. Cpb, bir monomer veya oligomer olarak bulunur
ve gozenekleri olusturan bir ekzotoksin olarak tanimlanir. Toksin (monomerik
form) kolayca oligomerik forma doniigir. Monomerik form toksiktir, ancak
oligomerik form, monomere ayrismasi zor olan formdur, toksik degildir ve toksinin
aktif formdan aktif olmayan forma kolayca degistigini gosterir. Tiim bu bulgular,
beta-toksinin, membranlarda fonksiyonel bir oligomer olusturan alfa-toksin ile ayni
aileye ait oldugunu gostermektedir. (Nagahama et al., 2015) Saflastirilmis Cpb
50°C'de 1 saat (veya 100°C'de 10 dakika) inkiibasyonla dldiiriicii
aktivitesinin>%90"1 inaktive olan termolabildir. (Uzal et al., 2014) Beta toksin
ayrica ve diger proteazlara kars1 asir1 duyarli olmasiyla karakterize edilir. Bu tripsin
duyarliligi nedeniyle, Cpb yalnizca hem hiicre i¢i hem de laboratuvar kosullarinda

tripsin inhibit6rlerinin varliginda aktiftir. (Uzal et al., 2018)

Bu toksin diisiik pH’da toksin aktivitesinden etkilenmez (Uzal et al., 2014).
Ayrica proteinazlara ve 1siya karsi olduk¢a hassastir, kolay etkilenir. Sakurai ve
Duncan m yaptig1 bir ¢calismada toksin, 50'C'de 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0)
iginde inkiibe edildiginde, 5 dakika iginde toksin aktivitesinde %75'lik bir azalma
olustugu, 60 dakikalik inkiibasyondan sonra, ilk aktivitenin %95'inden fazlasi
kaybedildigini gordiller. Bu veriler, beta-toksinin 1siya dayaniksiz oldugunu
gosterir. Yine Sakurai ve ark. beta-toksin aktivitesinin siilfidril grubu reaktif

reaktifler tarafindan inhibe edildigini gosterdi.

2.4.2.3. Beta toksin mekanizmasi

Beta toksini, HUVEC hiicre zarlarinda multimerik kompleksler olusturan
gozenek olusturucu bir toksindir ve fosfolipid ¢ift katmanlarinda katyon segici
gozenekler olusturur. Bir hipotez, Cpb monomerlerinin (35 kDa) duyarli
membranlara dahil edilmesi ve bir transmembran gozenek olusturmak {izere ~228
kDa heksamerlere veya heptamerlere oligomerize edilmesidir. Daha yakin
zamanlarda, Cpb monomerlerinin hiicre yiizeyinde tanimlanamayan bir reseptorii

tanidig1, daha sonra bir 6n gézenek olusturmak iizere oligomerize oldugu ve 6n
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gozenek bir gbézenek olusturmak icin lipit cift tabakasina yerlestirildigi
varsayllmistir. Mekanizmadan bagimsiz olarak, Cpb'nin neden oldugu hiicre
Oliimii, hiicre lizisine neden olan Na+ ve Cl- iyonlarinin es zamanh akisi ile K+ ve
Ca2+ akisina neden olan gozeneklerin olusumuyla baslatilir. Sekil 2.1°de C.
perfringens beta-toksininin (Cpb) hiicre igine dahil oldugu yollar goriilmektedir.
Hayvanlarda gézenek olusturan Cpb'nin neden oldugu enfeksiyonlar1 6nlemek igin,

profilaktik asilamanin C tipi hastaligin 6nlenmesinde cogunlukla etkili oldugu

kanitlanmustir.
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Sekil 2.1 C. perfringens beta-toksininin (Cpb) hiicre igine dahil oldugu yollar. (Uzal et al., 2018)

Cpb yapisi, standart ayarlar kullanilarak SwissModel ¢evrimigi yazilimi
(Genbank ID: L13198) tarafindan tahmin edildi. Ilk Cpb'nin potansiyel reseptériine,
ATP kapil1 P2X7 reseptoriine baglanmasi, hedef hiicrelerden hizli bir ATP salinimi
zirvesine neden olur. Bu ATP kayb, hiicre lizizi ile iligkili degildir ve ATP salma
kanal1 panneksin 1 yoluyla meydana gelir. Serbest kalan ATP, toksinin gézenek
olusturucu aktivitesini kolaylagtirarak, daha fazla Cpb baglanmasini ve oligomer
olusumunu uyaracaktir. Gozenek olusumu Ca2+ akisina ve intrasitoplazmik K+
(iIK+) kaybina neden olur. iCa2+ artis1 kalpain aktivasyonu ve Nec-1 tarafindan
inhibe edilen nekroptoz ile iliskilidir; sadece diisiik seviyelerde kaspaz-3
aktivasyonu meydana gelir, bu da apoptozun 6nemli bir hiicre 6liimii mekanizmasi
olmadigin1 gosterir. iK+ azalmasi, konak hiicrenin hayatta kalmasini ve savunma
yollarin1 aktive eden MAPK ve JNK'nin aktivasyonu ile iligkilidir. Kesikli kirmizi
oklar, mevcut yazarlar tarafindan varilan ve/veya onerilenleri temsil eder. Kesikli

siyah ok yonii gosterir. (Uzal et al., 2018)
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2.4.3. Epsilon toksin (etx)

Bu toksin potansiyel biyolojik silah (biyoterorist ajan) olarak tanimlanmustir.
Epsilon toksini spesifik membran reseptorlerini tanir, baglanir ve duyarli hiicrelerin
hiicresel membraninda gozenekler olusturarak hiicresel gecirgenlikte hizli ve
carpict bir artig yaratir. Etx bagirsakta {iretilir, ancak toksin esas olarak beyni, diiz
kas hiicreleri, akcigerler, kalp ve sinir sistemi gibi uzak organlar1 hedefler ve
gbzenek olusturucu bir toksindir. Epsilon toksini, C. perfringens toksinotipleri B ve
D'nin baglica viriilans faktorii olarak kabul edilir ve birgok hayvan tiiriinde kan
basincinin yiikselmesine, diiz kasin kontraktilitesinin artmasina, vaskiiler
gecirgenligin artmasina ve akcigerlerde ve beynin 6demine neden olur. Toksinotip
B evcillestirilmis hayvanlarda ¢ok nadir goriiliirken, cogu vaka Birlesik Krallik ve
Orta Dogu'dan rapor edilirken, toksinotip D koyun ve kecilerde enterotokseminin
en yaygin nedenidir. (Johnston et al., 1962) Etx ayrica beyni, akcigeri ve diiz kas
hiicrelerini etkileyen gozenek olusturucu bir toksindir. Etx'in dikkate deger bir
ozelligi, astrositleri, mikroglialar1 veya merkezi sinir sistemi ndronlarini
oldiirmeden segici olarak oligodendrositlerin dliimiine neden olma yetenegidir.
Bireysel olarak, iki bilesen aktif degildir, ancak birlikte G-aktinin ADP-
ribosilasyonu yoluyla bagirsak hiicre gecirgenligini ve hiicre yuvarlanmasini

artirarak enterotoksemiye ve 6liime neden olur. (Wilmes M.L., 2018)

2.4.4. lota toksin (itx)

lota toksini, la (enzimatik bilesen) ve Ib (baglayict bilesen) olmak tizere iki
proteini kodlayan bir ikili gen toksinidir. Her iki protein de bir konak hiicrenin
hiicresel membraninda gozenek olusumu i¢in gereklidir ve tripsin veya kimotripsin
tarafindan proteolitik olarak aktive edilir. ItX'in hastaliktaki spesifik rolii su anda
belirsizligini koruyor. lota toksini diiz kas kasilmasinin inhibisyonuna ve endositoz,
ekzositoz ve sitokinezin bozulmasina neden olur. Yalnizca toksinotip E suslar1 iota
toksin tiiretir ve iota toksini ile iligkili bildirilen enfeksiyonlar nadirdir, ancak sigr,

at, koyun, domuz ve tavsanlarda belgelenmistir. (Johnston et al., 1962)
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2.5. Toksin Tayin Yontemleri

Clostridium perfringens'in toksinleri stabil degildir ve protein yapisinda
oldugundan hizli bir sekilde yapis1 bozulabilir. Analiz i¢in gerekli numuneler kisa
siirede analiz edilmezse veya analize kadar uygun olmayan laboratuvar kosullarinda
muhafaza edilmez ise yanlis negatif sonuclara neden olur. (Duracova ve digerleri,
2018). Ayrica Sakurai & Duncan (1975) ve Pivnick ve ark. (1965) tarafindan
yapilan baska bir ¢calismada kiiltiir siipernatantindaki beta ve epsilon toksinlerinin
oldirtici aktivitelerinin duragan fazin baglamasindan sonraki 1-2 saat i¢inde keskin
bir sekilde azaldigini bildirmistir. Toksinleri saptanmasi ve tanimlanmasinda son

yillarda pek ¢ok yontem ortaya ¢ikmustir.

Enterotokseminin kesin tanisi, serolojik testler ve ELISA, Pcr, real time Pcr,
immiinohistokimya vb. molekiiler teknikler yardimiyla bagirsak sivisinda, dokuda,
kiiltiir siipernatanlarinda ve diger viicut stvilarinda toksininin saptanmasi temelinde

konulabilir.

2.6. Toksin Genlerinin Tespiti
2.6.1. Molekiiler testler

2.6.1.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (pcr)

Baglangigta, 1990'larda, ilgili toksinleri kodlayan genlere dayali olarak C.
perfringens toksinlerinin iretimi i¢in bakteri genlerinin varligini saptamak i¢in
polimeraz zincir reaksiyonu testi gelistirildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (Pcr), C.
perfringens'in tiplendirilmesi i¢in in vivo toksin notralizasyon testlerine faydali bir
alternatif saglar. Bu nedenle, toksin kodlayan genin saptanmasi enterotoksemi
tanisinda ¢ok 6nemli ve yardimeidir. Koyun ve kegilerin bagirsak iceriginde veya
digskisinda ve bagirsak dokusunda bulunan C. perfringens suslarinin multipleks Pcr
tabanli toksinotiplendirilmesi artik hastaliklarin teshisi i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir. (Pawaia S.R. et al., 2020)
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2.6.1.2. Gercek zamanh (Real Time) pcr

Real time Pcr teknigi, bircok yazar tarafindan C. perfringens'in toksin
genlerinin saptanmasi i¢in kullanilmistir. Enterokolitten etkilenen atlarda C.
perfringens'in saptanmasi i¢in kullanilmis ve sonuglar 30 diski 6rneginde C.
perfringens tip C enfeksiyon prevalansmin %40 (12/30) oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde, sigir ve koyun digki 6rneklerinin %40 ve %70'inde
alfa toksin geni saptanmistir. C. perfringens alfa, beta, 2, epsilon, enteroksin ve
iota toksinin tespiti i¢in gergek zamanli florojenik PCR'ler gelistirilmistir. Cift
etiketli floresan hidroliz probu (TagMan ®) tabanli gercek zamanli multipleks Pcr
testi, toksin genleri alfa (cpa), beta (cpb), iota (itx), epsilon (etx), beta2 (Cpb2)
ve C. perfringens'in enterotoksin (CPE) dogrudan sigir diskisindan izole edilip
calisilmistir. (Pawaia S.R. et al., 2020)

2.6.2. Serolojik ve biyolojik notralizasyon testleri

Enterotoksemiden etkilenen hayvanlardan bagirsak igeriginde toksin tespiti,
enterotoksemi i¢in en iyi tanisal test olarak kabul edilir. Diger viicut sivilar1 ve
kiiltiir slipernatanlarinin yani sira bagirsak iceriginden toksin tespiti i¢in cesitli
testler mevcuttur. Teknikler, ELISA'lar, karsi immiinoelektroforez ve fare

notralizasyon testi dahil olmak tizere birkag tanedir. (Pawaia S.R. et al., 2020)

2.6.2.1. Fare notralizasyon testi (mnt) / toksin notralizasyon testi (tnt)

Biyolojik ve biyolojik olmayan 6rneklerde toksin saptamak i¢in yaygin olarak
kullanilan bir biyolojik nétralizasyon testidir. Diger serolojik testler gelistirildikce
kullanim1 azaltilmistir. MNT yaygin olarak diger serolojik testlerin tanisal
etkinligini dogrulamak veya karsilastirmak i¢in karsilastirmali bir test olarak
kullanilir ve ayrica klostridiyal agilarin potens testi i¢in kullanilir. MNT, bagirsak
iceriginde ve viicut sivilarinda toksini saptamada sirasiyla %54,54 ve %100 mutlak

duyarliliga ve 6zgiilliige sahiptir. (Pawaia S.R. et al., 2020)

Potens testi, toksinin giiclinii 6lgmek i¢in kullanilan bir test ¢esididir. Bu
amag gozetilerek tavsanlarin asilanmasi sonucu elde edilen serumlardaki antikor

yanit, fare toksin notralizasyon testi (tnt) ile 6l¢iiliir. (Arslan A., 2019) Tnt, Toksin
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ndtralizasyonu testi, toksinler baz alinarak yapilan tiplendirme cesididir. Toksin
notralizasyon testi, toksine spesifik antiserum kullanilarak gergeklestirilir. Tnt i¢in,
genellikle standart toksin kullanilir ve aranan {initeye gore test serum diliisyonlar1
hazirlanir. Hazirlanan serum diliisyonlar1 farelere intravendz/intramuskuler yolla
enjekte edilir. Fareler belirli giin ve belirli siireyle gozlenir ve 6liim durumuna gore
serumlarda bulunan antikor degeri U olarak belirlenir. Artik bu ve benzeri testlerde
deney hayvanlar1 yerine, alternatif metotlarin kullanilmasi c¢esitli sebeplerle
yayginlasmistir. Tnt; enterotoksemi asilarinin potensinin odlgiilmesi ag¢isindan
standart prosediirler i¢inde kabul edilmektedir ve immunize edilen hayvanlarda
toksoide karsi olusan islevsel ve noétralize edici antikor seviyesinin, test
hayvanlarina (farelere) uygulanan referans bir toksinin varliginda, giicii bilinen
standart bir antitoksinle karsilastirilarak saptanmasi esasina dayanan hayvansal
modeller olarak bilinir. Toksinin test hayvanlarinda olusturdugu 6liimciil etkisinin
notralizasyon derecesine bakilarak olusan antitoksin seviyesi hesaplanabilmektedir.
Testin dizayni, c¢alisilan serumda, beklenilen seviyede antitoksin olusup
olugmadiginin degerlendirilmesi prensibi ile iliskili oldugundan, test i¢in gecer bir
limit degeri olusturulur, sonugta bu limit degere esdeger, altinda ya da tizerinde

antikor var olup olmamasi karari verilir. (Arslan A., 2019)

Cesitli uluslararas1 yaymlar ve ¢esitli incelemelerde (CFR, EP gibi) veya
yetkin otoriteler tarafindan onaylanan as1 protokol dosyalarinda klostridial
komponentlerle ilgili olarak birim hacim basina kabul edilebilir antitoksin diizeyleri
tanimlanmis olup, bu seviyeler dikkate alinarak asilarin potensi hesaplanmaktadir.
(Arslan A., 2019) Ancak TNT olusum agisindan ¢okg¢a deney hayvani kullanimina
ihtiyag gosteren bir test oldugu i¢in bir¢ok problemle karsi karsiya kalinabilir. Tiim
in vivo yontemlerinin uygulanmasi sirasinda, yontemin yapisi ile alakali gesitli
belirsizlik bilesenleri (canlinin bireysel bagisikligi, bakim ve besleme sartlari,
hijyenik sartlar, ¢evresel faktorler, uygulama yapan kisinin manipiilasyon yetenegi
gibi) yontemlerin tekrarlanabilirligi ve validasyonlarini giiglestirmektedir.
Ozellikle uygulama yapilan hayvanlarin bireysel sartlarina bagl test sonuglarinin
degiskenlik gostermesi veya gegersiz test sonuglarinin olusmasi miimkiindiir. Bu da
testlerin tekrarlanmasina ve kullanilan hayvan sayilarinin daha da artmasina sebep
olabilmektedir. (Arslan A., 2019) Bu tiir testlerin sonug olarak letalite ya da paraliz

gibi siddetli bulgulara dayali devam edilebilmesi, gelismekte olan hayvan refahinin
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iyilestirilmesi ve gelistirilmesi, hayvanlarda aci veren uygulamalardan uzak
durulmasi ve testlerde kullanilan hayvan sayisinin miimkiin oldugunca azaltilmasi
yoniindeki etik yaklasimlara uygun degildir. Ayrica zaman, test giderleri ve isgiicii
acisindan da dezavantajlara sahip bir yontem oldugu ortadadir. (Arslan A., 2019)
Her bir komponent i¢in ayr1 bir in vivo test ihtiyacinin varligi, polivalan bir agida
potensin belirlenmesinde kullanilan hayvan sayisini, is yiikiinii ve test giderlerini

daha da arttiracag1 goriilmektedir.

2.6.2.2. Enzim baglantili immiinosorbent deneyi (Elisa)

ELISA, bagirsak icerigindeki toksin tespiti i¢in tatmin edici bir test olarak
kabul edilir. (Pawaia S.R. et al., 2020) Bilhassa antikor ile iliskili ELISA metotlari;
testlerde kullanilan hayvan sayisinin azaltilmasi, referans yontemin sonuglari ile
uyum gostermesi, giivenli tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesi, hizli ve kolay
uygulanabilmesi agisindan alternatif metotlar i¢inde Onei biiyiiktir. (Arslan A.,
2019) Ek olarak, klostridial toksinlerin tespiti i¢in enzime bagli immiinosorbent
tahlili (ELISA) kitleri kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (Pcr) gibi DNA
tabanli teknikler, C. perfringens genotiplemesi i¢in gelistirilmistir ve laboratuvar
hayvanlarinda test etmeye giivenilir bir alternatif yontemdir. (Erganis O. ve

digerleri, 2011)

ELISA testinin diger avantajlari, C. perfringens'in tanisal testleri igin
laboratuvar hayvanlarmin kullanilmasini 6nlemesidir. Ek olarak, prosediir, fare
koruma testi ile karsilastirildiginda, teshis testinin hizli bir sekilde belirlenmesi i¢in

faydali goriinmektedir.

ELISA, reaktiflerin stabilitesi, manipiilasyon kolaylig1 ve ytiiksek duyarlilik
nedeniyle C. perfringens'in toksinotiplendirmesinde etkili bulunmustur. ELISA,
biraz uzmanlik ve 6zel ekipman gerektirmesine ragmen hassas ve kendine 6zgii
olmasiyla baz1 ELISA yontemleri ¢apraz reaksiyon veren antikorlardan etkilenerek
diisiik seviyede antikorlar1 tespit etmede yetersiz kalabilmektedir (Sesardic D. vd,
1992).

Ozetle ELISA yéntemi, otomatize edilebilen, pratik ve ¢ok sayida drnegin

ayn1 anda calisilabilecegi yontemdir (Pelczar M. vd., 1986). Ancak bu yontemler
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toksini etkinligini belirlenememektedir. Bunun i¢in toksin nétralizasyon
deneylerine ihtiya¢ vardir. ELISA teknolojisi hassas ve nicel olup toksin
noétralizasyon testi ile uyum saglar ve bu nedenle farelerdeki zehirlenmeyi

dogrulamanin en iyi yollarindan biridir.

2.6.2.3. Lateks Aglutinasyon testi (lat)

Lateks agliitinasyon testi (Lat), enterotoksemiden 6ldiigiinden siiphelenilen
hayvanlarin bagirsak igeriklerinde toksin saptamak i¢in kalitatif bir test olarak
gelistirilmistir. ELISA'ninkinden biraz daha az bulunan %96,5'lik bir duyarlilik ve
%95,2'lik bir ozgiillik gostermistir. Baska bir c¢alismada, enterotoksemiden
stiphelenilen koyunlarin bagirsak igeriklerinde C. perfringens toksinlerinin
saptanmasinda ELISA'nin Lat'a goére Onemli Ol¢lide daha duyarli oldugu
bulunmustur. ELISA ve Lat, bagirsak igeriginin sirasiyla %84,61 ve %58,46'sinda
toksin tespit etmistir. Ancak, LAT'mn ELISA'ya gore bazi ek avantajlari
vardir. Nispeten basit, ucuz ve uygulanmasi hizlidir ve bu nedenle enterotoksemi

teshisi i¢in potansiyel bir saha testi olarak hizmet edebilir. (Pawaia S.R. et al., 2020)

2.6.2.4. Kiitle -spektrometrisi- teknikleri

Yeni MS teknikleri artik bazi 6zel laboratuvarlarda farkli biyolojik ve
biyolojik olmayan numunelerde toksin saptamak ve miktarint belirlemek igin
kullanilmaktadir. Buna sivi kromatografisi kiitle spektrometrisi (LC-MS), ultra
performans sivi kromatografi tandem kiitle spektrometrisi (UPLC-MS) ve tandem
kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF) dahildir. (Pawaia S.R. et al., 2020)
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3. ASILAR

Agt; belli bir hastaliga kars1 bagisiklik saglamak icin, o hastaligin mikrobuyla
hazirlanip, kas, damar ya da agiz yoluyla viicuda verilen karisim olarak tanimlanir.
Bir as1 tipik olarak, hastaliga neden olan bir mikroorganizmaya benzeyen ve
genellikle mikrobun zayiflatilmis veya oOldiiriilmiis sekillerinden, toksinlerinden
veya yiizey proteinlerinden en az birinden yapilan bir ajan barindirir. Bu ajan
viicudun bagisiklik sisteminde , ajani bir tehdit olarak algilamasi, yok etmesi ve o
ajanla iliskili gelecek zamanda karsilasabilecegi herhangi bir mikrobu daha fazla
tanimasi ve yok etmesi i¢in uyarip harekete gecirmeyi amaglar. Asilar , dogal veya
yabani bir patojen tarafindan gelecekteki bir enfeksiyonun etkilerini 6nlemek, yok
etmek veya iyilestirmek igin profilaktik etkiye veya kanser gibi siire¢ iginde
olusmus bir hastalikla savasmak igintedavi edici olabilir. Baz1 asilar da

enfeksiyonun tamamen Onlendigi tam bagisiklik sunar.

Asilar, monovalent (tek bilesenli) veya polyvalent (polivalan) (¢ok bilesenli)
olarak da adlandirilir. Monovalent as1 tanimi, tek bir antijene veya tek bir
mikroorganizmaya karsi bagisiklik kazandirmak igin olusturulan asidir. Polivalan
bir as1, ayn1 mikroorganizmanin iki ya da daha fazla susuna veya iki ya da daha

fazla mikroorganizmaya karsi bagisiklik olustururlar.

Asilar tipik olarak ateniie (canli), inaktive veya Olii organizmalar veya
bunlardan saflastirilmis iiriinleri barindirirlar. Giiniimiizde kullanimda olan birkag
cesit ag1 vardir. Bunlar, pozitif yonde bir bagisiklik olugturma yetenegini korurken
hastalik riskini azaltip minimuma indirmek i¢in kullanilan degisik yollar1 temsil
eder. Atenilie asilar; canli, fakat zayiflatilmis mikroorganizmalar igerir. Genel
olarak bu asilarin ¢ogu, viriilans 6zelliklerini saf dis1 birakan veya genis bir
bagisiklik elde etmek igin olusturulmus asilardir fakat daha az tehlikeli olan
mikroorganizmalar1 kullanan kosullar altinda yetistirilirler ve canli viriisler veya
bakteriyel igerikli olmalar1 daha olasidir. Ateniie asilarin bazi avantajlari ve
dezavantajlar1 vardir. Zayiflatilmis veya ateniie asilar genellikle daha dayanikli
immiinolojik durumlari olusturur. Ancak bagisikligi baskilanmis kisilerde kullanim
acisindan giivenli olmayabilirler ve nadir durumlarda hastalik yapici mutasyona

ugrayarak hastalifa sebebiyet olusturabilirler. Inaktive edilmis asilar, 6lii asilar
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olarak da isimlendirilirler ve bu asilar, fiziksel ya da kimyasal yontemlerle antijenik
karakterleri yiiksek olan mikroorganizmalarin inaktif a1 hale getirilmesi ile elde
edilirler. Inaktif asilar ekzojen antijenler olarak algilanip antikorlarin &nderliginde
bir immun yanit olusmasmi saglarlar. Viicutta {ireyemezler ve hiicre igine
giremezler. Bu nedenle kisa siireli immiin yanit olusturduklarindan daha fazla
miktarda, belli siklikla ve araliklarda tekrarlanarak uygulanirlar. Bu agilar tiim
Clostridial tiirler ile olusturulabilir. Toksoid asilar, ateniie mikroorganizma
barindirmayan fakat hastaliga neden olan inaktive edilmis toksik metabolitlerden

yapilir. Toksoid bazli ag1 6rnekleri olarak difteri ve tetanoz 6rnek gosterilebilir.

3.1. Veteriner Clostridial Asilar

Clostridial hastaliklardan olan enterotoksemiye karst korunmanin en iyi yolu
asilamadir. Asilar inaktif veya aktif iiriinler olarak tanimlanmstir. Inaktif asilar;
Formaldehit ile inaktive edilmis mikroorganizma kiiltliri ile hazirlanan bakterin
asilar1 olarak tanimlanirlar. Ayn1 zamanda inaktif toksinler ile hazirlanan toksoid
asilart olabilirler veya bakteri kiiltiirinden elde edilmis mikroorganizmaya ait
antijenik yapiy1 icerebilir. Gliniimiizde tekli veya kombine halde, ticari olarak
tiretimi gergeklestirilen ¢esitli Clostridial asilar bulunur. Clostridial as1 liretiminde

en 6nemli asama, toksisitesi yiiksek seviyede antijenin iiretilmesidir.

Enterotoksemi asilar1 gibi polyvalent asilarin potens testleri canli deney

hayvanlari kullanilarak test edilir.

Bagisiklik agisindan giiclii bir Clostridial as1 tiretebilmenin 6n kosullarindan
en Onemlisi yiiksek titrelerde toksin iiretebilmeye dayanir. Toksin iiretiminin ise
kullanilan {iretim susunun genetik olarak toksin iiretebilme yetenegine sahip
olusuna, tretim sirasindaki durumun kompozisyonuna, pH’ nin kontroliine ve
inkubasyon siiresine bagli oldugu gibi etmenler bir¢ok literatiirde bildirilmistir.
(Pawaia S.R., et all 2020)

Cogu clostridiyal as1, polivalan asilardir. C.septicum, C. haemolyticum, C.
chauvoei ve C. novyi diger bakteriyel antijenler gibi birka¢ baska clostridiyal
antijen icerir. (Clifford J., 2015)


https://en.wikipedia.org/wiki/Toxoid
https://en.wikipedia.org/wiki/Tetanus
https://en.wikipedia.org/wiki/Diphtheria
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C. perfringens tip C enfeksiyonlarinin 6nlenmesi, biiyiik 6l¢iide inaktive
edilmis biitiin bakterilerle asilamaya dayanir. Veteriner kullanimi i¢in ticari olarak
temin edilebilen C. perfringens tip C asilari, toksinin artik tip C suslarinin toksoidi
olarak amildig1 veya tip A, B veya D suslar ile kombinasyon halinde kimyasal
olarak inaktive edilmis kiiltiirler igerir. Toksoidlerle aktif bagisiklamanin
enfeksiyonlart 6nlemede etkili oldugu kanitlanmigtir. (Cussler K, et all., 1999)
Etkisizlestirilmis kiiltiirler, antijenin detoksifikasyonuna ragmen tip C’nin tirettigi
beta toksinine karsi bir antijenik yanit {liretir. Yabanci proteinlerinde liretimi ile
birlikte saf veya karisik kiiltiirlerin kullanilmasi, asilarin etkinliginin oldukca
degisken oldugu bir durum yaratmig ve rekombinant proteinler gibi daha

tekrarlanabilir ve 6l¢iilebilir antijenlere olan talebi artirmistir. (Wilmes M.L., 2018)

Asilarin etkili olmasi icin, konak¢1 hayvanda koruyucu bir bagisiklik tepkisi
ortaya cikarabilmeleri gerekir. Ticari olarak temin edilebilen C. perfringens tip C
asilari, klostridial toksinlere karsi notralize edici antikorlar iiretir. Nihai ag1 giicii
icin mevcut gerekli test, farelerin ve tavsanlarin kullanimini icerir ve CFR USDA
kilavuzlarinda ve EP monografinda zorunludur (Birlesik Devletler Tarim
Bakanligi, 2017a). USDA yonergelerine gore, in vivo test, hedef konak tiirlerine
gore Onerilen en biiyiik dozun yarisi veya daha azi ile deri altindan uygulanan en az
sekiz tavsan gerektirir. Ilk uygulamadan 20-23 giin sonra ikinci bir enjeksiyon
yapilir. Asilamadan 14-17 giin sonra hayatta kalan tiim tavsanlardan kan alinir,

serum toplanir ve serum, antitoksin seviyeleri icin test edilir.

Antitoksin nétralize edici antikor seviyesi, bir antitoksin standardi
kullanilarak bir seyreltme serisi yoluyla belirlenir. Noétralize edici antikor
seviyeleri, C. perfringens'e beta toksin kars1 degerlendirilir ve bir fare notralizasyon
testi kullamlarak in vivo tahmin edilir. Ongériilen standard: karsilamak icin, asilarin
mililitre tavsan serumu bagina en az 10 IU standart beta antitoksin igcermesi gerekir.
Bu onaylanmis deneylerde hayvanlarin kullanilmasi, gerekli hayvan sayisini
azaltan yeni deneyler gelistirme arzusuna yol a¢mustir. In vitro tahlillerin
gelistirilmesi, her yil kullanilan hayvan sayisini biiyiik 6l¢iide azaltarak uygun

maliyetli olacaktir.
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Toksin dogrulamasi i¢in gerekli hayvan sayisini azaltmaya yonelik ¢abalar,
farelerin kullaniminin ortadan kaldirilmasina yol agmistir; bununla birlikte, serum
iiretimi icin hala tavsanlar gereklidir. Yalnizca in vitro testlerin kullanilmas1 arzu
edilirken, bu testler in vivo testlerle karsilastirilabilir olmali ve bugiine kadar
yalnizca prensip kaniti calismalar1 yapilmistir ve bu testler USDA ve EP tarafindan
dogrulanmal1 ve kabul edilmelidir. (Wilmes M.L., 2018) C. perfringens veteriner
asilarinin kalite kontroliine iligskin gereksinimler Avrupa Farmakopesi'nin (Ph. Eur.)
Monograf 363'te de agiklanmistir. Agiklamada uygunlanmasi belirtilen yonergeler
su sekildedir, tavsanlar C. perfringens test asisi ile iki kez asilanir. Serum
numuneleri toplanir ve C. perfringens L- ve O- toksine karsi ndtralize edici
antikorlarin seviyeleri, fare ndtralizasyon testi (MNT) kullanilarak in vivo olarak
tahmin edilir. Gegerli bir testte, farelerin yaklasik %50'si toksin yiiklemesinin bir
sonucu olarak oliir. (Cussler K. et al., 1999) Ozetle, toksoid iiretmek emek
gerektiren bir siiregtir, potens testi zaman alicidir ve hayvanlarin kullanilmasini
gerektirir. Enterotoksemiye kars1 yeni asilar gelistirmek i¢in ¢caligsmalar yapilirken,

potens testlerinde de iyilestirmelere ihtiyag vardir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

Yapilan calismalarin tiimii Ata-Fen Veteriner Malzemeleri Hayvancilik

Pazarlama Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi biinyesinde yapilmuistir.

4.1.1. Kullamilan bakteriler

Bu ¢alisma da enterotoksemiye neden olan Clostridum perfringens tip C susu,
Pendik Veteriner Arastirma Enstitiisinden temin edilmis olup, beta toksin
tiretiminde kullanilmistir. Suslar -80 °C %50 gliserollii ortamda derin dondurucuda

muhafaza edilmektedir.

4.1.2. Kullamilan besiyerleri

4.1.2.1. A soliisyonu

Tablo 4.1 Besiyerinin A kism: komponent miktarlari.

Tryptone 79
Yeast Extract 59
Peptone 59
Starch 4q
NaCl 49
Casamino acid 30

4.1.2.2. B soliisyonu

Tablo 4.2 Besiyerinin B kismi komponent miktarlari.

L-sistein HCI 14¢
Dekstroz 13 ¢
Distile su 1000 ml

A soliisyonu 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavda steril edilir. B soliisyonu

0,22 mikron ¢apindaki filtre ile steril edilir.
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4.1.3. Kullamlan boyalar

4.1.3.1. Gram boyama

Gram boyama, Kkiiltiirlerden alinan Oorneklerden preparat hazirlanarak
mikroskobik muayenelerinin yapilmasi i¢in kullanilmistir. Mikroskobik muayene
ile saf olarak iiretildiklerinin kontrolii yapilmis ve bakteri morfolojisi gdzlenmistir.

Gram boyama soliisyonlar1 agsagidaki gibidir;

Kristal Viole: 1 g/ 100 ml seklinde hazirlanir. 1 g kristal viole 100 ml saf su

i¢cinde iyice ¢ozdiiriiliinceye kadar karistirilir.

fodine: 2 g iodine ve 0,4 g sodyum hidroksit, 100 ml saf su icinde iyice

¢ozdiiriilinceye kadar karistirilir.

Ethanol: %70’lik veya saf etanol kullanilir.

Fuksin: 0,05 g / 100 ml seklinde hazirlanir. 0,05 g fuksin 100 ml saf su iginde

iyice ¢ozdiiriiliinceye kadar karistirilir.

4.1.3.2. Bradford bovasi

0,1 g Coomassie Blue G-250, %95 lik 50 ml etanol igerisine ilave edilir.
Uzerine 100 ml %85 lik fosforik asit konulur ve 2-3 defa kaba filtre kagidindan

stizme islemi gerceklestirilerek hazirlanan boya soliisyonu +4 C ye kaldirilir.

4.1.4. Kullanilan cozeltiler

41.4.1. 9%50 Gliserol cozeltisi

%50 Gliserol c¢ozeltisi, ¢alisma Kkiiltiir stok suslarinin stoklanmasinda
kullanilir. Cozelti hacminin %50 oranina denk gelen hacimde gliserol, mezur veya
pipet ile Olgiilerek alinir. Gliserol tizerine saf su ilave edilerek istenen hacime
tamamlanir. Cozelti, otoklavda, 121 °C’de 20 dakika siire ile steril edilir. (Ulusal
Mikrobiyoloji Standartlari, 2014)
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41.4.2. 7M NaOH cozeltisi

Sodyum hidroksit (NaOH), kiiltiiriin ph dengesini saglamak i¢in kullanilan
baz ¢ozeltisidir. Cozelti 1M igin 1L 40 g tartilarak hazirlanir. 7M 1L igin, 200 g
NaOH tartilip tizerine + 1L H20 eklenir. Tartimi1 yapilan NaOH, i¢inde manyetik
balik bulunan ¢ozdiirme kabi igerisinde saf su iginde ¢ozdiiriiliir. Tiim igerik
¢ozdiiriildiikten sonra, ¢ozelti icindeki manyetik balik alinir. Hazirlanan ¢ozelti,
otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilir. Cozelti daha biiyiik hacimde
hazirlanacak ise molariteye uygun olacak sekilde tartim yapilir ve steril 0,2 mikron

stv1 filtresinden gecirilerek steril hale getirilir.

41.43. 2,5M H,SO4cozeltisi

Siilfirik asit (H2SOs), kiiltlirin ph dengesini saglamak i¢in kullanilan asit
cozeltisidir. 1L i¢in 139 mL H2SOs (%95) + 816 mL H,O kullanilarak ¢ozelti
hazirlanir. Hazirlanan siilfirik asit ¢ozeltisini steril etmek i¢in, ¢ozeltinin alindigi
sisenin agz1 pamuk ve aliiminyum folyo ile kapatilir veya hacmine uygun 1siya

dayanikli cam siselere konur ve otoklavda 121°C’de 20 dakika siire ile steril edilir.

41.4.4. 9%0,85 Fizyolojik tuzlu su (FTS)

Fizyolojik tuzlu su, diliisyonlarin hazirlanmasinda sulandirma sivisi olarak
kullanilmaktadir. 0,85 g NaCl 1000 ml su tartim1 yapilan NaCl, i¢inde manyetik
balik bulunan ¢ozdiirme kab1 igerisinde bir miktar saf su i¢inde ¢ozdiriiliir. Tiim

icerik ¢ozdiiriildiikten sonra, ¢dzelti icindeki manyetik balik alinir.

4.1.45. Karbonat cozeltisi

0.21 gr NaHCOz3 50 ml saf suda ¢oziiniir, hazirlanan ¢ozelti ph 9.6’ya
ayarlanmistir. Cozelti 0,05 M olarak hazirlanmistir. Bu soliisyon antijen kaplama

soliisyonu olarak kullanilmistir. +4°C’ de 7 giin siireyle saklanabilir. (Ph. Eur., 10.0,
2017)
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4.1.4.6. Phosphate buffered saline (PBS) soliisyonu

16.7 gr NaCl, 0.44 gr KCl, 2.27 gr NazHPOs, 0.408 gr KH2PO4 kimyasallar1
tartilarak 1000 ml saf suda ¢ozdiiriilir. PH’17,0-7,4 arasinda olmasi beklenir.
Diliisyon soliisyonu, 500 ml PBS c¢o6zeltisine 9%0.05’lik Tween 20 eklenmistir.
Soliisyon taze olarak hazirlanmalidir. (Ph. Eur., 10.0, 2017)

4.1.4.7. Plate yikama soliisyonu

500 ml olarak hazirlanan %0,85 FTS ¢ozeltisine %0.05°1ik Tween 20 eklenir.
Hazirlanan ¢6zeltinin pH’1 7,0-7,4 arasinda olmalidir. (Ph. Eur., 10.0, 2017)

4.1.4.8. Anti rabbit 10G konjugat

Konjugat olarak Sigma Anti Rabbit IgG kullanilmistir. 1/1000 olarak
hazirlanmis olan ara stok konjugattan 0,5 ml alinarak 14,5 ml diliisyon soliisyonu
ile homojen sekilde karistirilarak 1/30.000 calisma konjugat stogu hazirlanmistir.
(Sigma Aldrich, A0545, Anti Rabbit IgG Product Specification)

4.1.4.9. Substrate soliisyonu

3,3",5,5"-Tetramethylbenzidine (TMB) sivi halde satin alimnan TMB
substrati, kromojenik bir substrattir. Konjugat ile reaksiyona girmeden Once,
substrat renksiz veya agik mavimsi-yesil bir ¢ozeltidir. Substrat sistemi, peroksidaz
ile reaksiyona girdiginde mavi bir reaksiyon iiriin olusturur. Spektrometrede 450

nm'de 6l¢iim yapilmaya uygundur. (Sigma Aldrich, 860336, Product Specification)

4.1.4.10. Stop soliisyonu

Hazir olarak temin edilen durdurma soliisyonu kullanilmistir. (Sigma
Aldrich, S5814, Stop Solution Product Specification) Oda sicakliginda saklamaya
uygundur. Uriin toz halde bulunmaktadir. 100 ml distile su ekleyip 5 dakika
manyetik karistirict lizerinde karistirilarak ¢ozdiiriilerek kullanima alinmistir. Bu
sollisyon, TMB substratinin aktivitesini durdurmak i¢in kullanilir. Stop soliisyonu

kromojenik 6zelliginden dolay1 substrat kuyucuguna eklendiginde kuyucuktaki
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rengi maviden sartya degistirmek i¢in kullanilmigtir. Maksimuum bir saat sonra 450

nm'de okutulabilir.

4.2. Yontem
4.2.1. Protein tayin yontemi (Bradford yontemi)

Protein ¢6ziimleme veya protein assay, bir ¢ozeltideki ¢oziinmiis halde
bulunan proteinin konsantrasyonunu dlgmek i¢in kullanilan analitik spektroskopik
bir metottur. Oznel bir yontem olarak bilinir, yani érnegin dl¢iilen protein miktar

amino asidin bilesimine bagimlidir.

4.2.1.1. Standart grafigin hazirlanmasi

Calismada, Tablo 4.3’de goriildiigli gibi standart protein olarak miktari
bilinen BSA (Bovin Serum Albumin) kullanilarak seyreltmeler yapilir ve dogrusal
bir standart grafigi olusturulur. (Quick Start™ Bradford Protein AssayUser Guide

Instruction Manual)

Tablo 4.3 Bradford Yontemi i¢in olusturulan grafikteki BSA seyreltmeleri.

o BSA
gﬁgiﬁ:ﬁi D'lll;fry; I(lusll)ws‘ BSA (ul) Konsantrasyonu
(1g/ml)

A 0 300 (stoktan) 2000
B 125 375 (stoktan) 1500
C 325 325 (stoktan) 1000
D 175 175 (B diliisyonundan) 750
E 325 325 (C diliisyonundan) 500
F 325 325 (E diliisyonundan) 250
G 325 325 (F diliisyonundan) 125
H 400 0 Blank

4.2.1.2. Bradford boya soliisyonu ile standart grafik olusturma

Boya soliisyonu i¢in 0,1 g Coomassie Blue G-250, %95 lik 50 ml etanol
ierisine ilave edilir. Uzerine 100 ml %85 lik fosforik asit konulur ve 2-3 defa kaba
filtre kagidindan siizme islemi gergeklestirilerek hazirlanan boya soliisyonu +4°C

ye kaldirilir. Her bir standart 6rnegi i¢in 50 pl standart 6rnegi + 2500 pl Reagent
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karigtirilarak 10 dk oda 1sisinda inkiibe edilir. Spektrofotometre ile blank (50 pl
diliisyon sivisi + 2500 pl reagent) e karst 595 nm deki absorbans degerleri olgiiliir,
Tablo 4.4’deki absorbans degerleri baz alinarak Sekil 4.1°deki standart grafik

olusturulmustur.

Tablo 4.4 595 nm’de standart soliisyonlara karsi okunan OD degerleri.

Protein mg /ml Absorbans (595 nm)
0,125 0,06
0,25 0,146
0,5 0,369
0,75 0,53
1 0,697
1,5 0,97
15 y = 0,6686x + 0,0024
R? =0,9917
1
0,5
0
0 0,5 1 1,5 2

Sekil 4.1 Boya soliisyonu ile olusturulan 6rnek standart grafik.

Olgiim yapilirken olusturulan standart grafigindeki denklem hesaplamada
kullanilir ve iiretim Orneklerinin total protein miktarlar1 belirlenir. BSA (Bovin
Serum Albumin) standartlar1 (25/ 125/250/500/750/1000 pg/ml) kullanilarak
olusturulan standart grafikte R? degeri> 0,98 olmalidir. Standart grafik, minimum
25 pg/ml maksimum 1000 pg/ml protein miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
absorbans degerleri kullanilarak hesaplanmalidir. Elde edilen absorbanslarla
olusturulan standart grafik ve denklemi kullanilarak Orneklerin protein
konsantrasyonlar1 hesaplanir. BSA (Bovin Serum Albumin) standartlar

(125/250/500/750/1000 pg/ml) kullanilarak olusturulan standart grafiklere ait
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veriler kaydedilir. Standart grafik, hazirlanan her boya soliisyonunda yeniden

olusturulmalidir.

Falkon tiiplerine 50 pl 6rnek + 2500 pl boya soliisyonu eklenerek
vortekslenerek homojenizasyon saglanir ve karisim 10 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. Blank i¢in 50 ul diliisyon sivist (FTS) + 2500 ul boya soliisyonu 10 dk
oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Daha sonra blanke karsi tiim &rneklerin
spektrofotometre ile 595 nm deki absorbans degerleri belirlenmistir. Alinan
absorbanslar ilgili grafikteki denklemde yerine konulmakta ve iiriindeki total
protein miktar1 mg/ml cinsinden hesaplanmistir. Alinan absorbanslar, giincel
tarihli, standart denklemde yerine konularak {irtindeki total protein miktar1 pg/ml
cinsinden hesaplanmustir. Orneklere ait absorbansin 1,0 iizerinde tespit edilmesi
durumunda gerekli ek seyreltmeler yapilararak uygulama bilgilerine gore ¢alisma

tekrarlanmalidir.

4.2.2. Suslarin biiyiitiilmesi ve saklanmasi

Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’ de bilesenleri verilen etli besiyeri, suslar1 gogaltmak
icin kullanilmistir. Besiyeri 5L’lik cam siselere 2L olacak sekilde dagitilip, pH
7,2’ye ayarlanarak, 121°C’de 20 dakika siire ile steril edilmistir. Uygulamada,
dekstroz ve L-sisteine ayri1 olarak filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve
inokulasyon Oncesi ortama ilave edilmistir. Daha sonra calisma susu, 2L’lik
besiyerine %0,1 oraninda inokule edilerek, anaerobik kosullarda, 24 saat 37°C’de
inkiibe edilmistir. Silire¢ sonunda kiiltiirlerden, %50 gliserol ile stok suslar
hazirlanmis ve ¢alisma siiresi boyunca -80°C’ de muhafaza edilmistir. (Ph. Eur.

1986)

4.2.3. Kullamlan besiyeri bilesenleri ve hazirlamisi

4.2.3.1. Cahsma Kiiltiiri-1

Etli besiyeri i¢in kii¢iik pargalara ayrilmis 1000 g yagsiz sigir eti kullanilir.
1000 g sigir eti 2L saf su icinde 20 dakika kaynatilir. Kaynayan etin suyu, filtre
kagidindan siiziilerek temiz bir sise i¢inde toplanir. Tablo 4.1°de verilen besiyeri

komponentleri, 2L ’ye oranlanarak tartilir. Tartilan komponentler et suyu i¢inde
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¢oziiliinceye kadar karistirilir. Sivi miktar1 kaynama esnasinda azaldigindan tekrar
2L’ ye tamamlanir. Siirekli karigan besiyeri ¢ozeltisinin i¢ine pH probu daldirilir,
ph 7,2’den diisiik ise 7M sodyum hidroksit, 7,2’den biiyiik ise 2,5M siilfiirik asit
¢oOzeltisi yavasca eklenerek pH ‘1 ayarlanir. Otoklav edilebilen cam siseye konur.
Uzerine, besiyeri ilave edilip, otoklavda 121°C’de 20 dk siire ile steril edilir.
Sterilizasyon sonrasi besiyeri oda sicakliginda sogumaya birakilir. Inokulasyon
yapilmadan Once, besiyerinin ikinci kisimlar1 (B kisim) olan dekstroz ve L-sistein
saf suda ¢ozdiiriiliir. Cozdiiriilen dekstroz ve L-sistein 0,2 um por ¢apl filtreden
stiziilerek steril edilir ve aseptik kosullarda besiyerine ilave edilir. Kullanilacak olan
2L CK-1 besiyeri igeren siseye, filtre edilmis dekstroz ve L-sistein taze olarak
eklenir. Otoklavdan ¢ikan diger siseler sonraki denemelerde kullanmak iizere
+4°C’de saklanabilir.

4.2.3.2. Cahsma Kiiltiirii-2 ve uretim besiyeri

Besiyeri i¢in Tablo 4.1 ve 4.2’de verilen besiyeri komponentleri, L-sistein ve
dekstroz disindaki komponentler 100L e oranlanarak tartilir, saf su iginde
karistirilip homojenize edilir. Homojenize edilen besiyeri, biyoreaktoriin oldugu
alana getirilir. Biyoreaktorde besiyeri eklenmeden 6nce, pH probu kalibrasyonu
yapilir. PH probu, besiyerinin pH’ini1 6lg¢en ve iiretim sirasinda kiiltiiriin belli bir pH
degerinde kalmasini saglayan bir ¢esit dl¢lim cihazidir. Prob kalibrasyonundan
sonra besiyeri peristaltik pompa yardimiyla biyoreaktdre aktarilir. Biyoreaktore 3
yollu port takilir ve diger tiim girisleri korlenerek kapatilir. Biyoreaktoriin ceketinde
su olup olmadig: kontrol edilir, gerekli ise cekete su alinarak biyoreaktor ceketi
doldurulur. Biyoreaktor igindeki besiyeri 121°C de 25 dakika siire ile steril edilir.
Sterilizasyon bitiminde besiyeri sicakligi 37°C setlenir. Inokulasyon yapilmadan
once, besiyerinin ikinci kisimlar1 (B kisim) olan dekstroz ve L-sistein saf suda
¢Ozdiiriiliir. Cozdiriilen dekstroz ve L-sistein 0,2 mikron filtreden siiziilerek aseptik

kosullarda besiyerine ilave edilir.

Uretim besiyeri hazirlanmasi igin bakteriyel iiretim yapilan iiretim tanklari
kullanilir. Istenilen hacimdeki M1-1 besiyeri i¢in, Tablo 4.1 de’ verilen besiyeri
komponentleri, L-sistein ve dekstroz disindaki komponentler, minimum 500L

maksimum 2000L e oranlanarak tartilir, saf su i¢inde karistirilip homojenize edilir.
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Uretim tankina ait pH probu, biyoreaktdrde oldugu gibi kalibre edilir ve tanka
takilir. Besiyeri peristaltik pompa yardimiyla gonderilir. Besiyeri ilavesi sonrasi
istenilen hacim saf su ile tamamlanir ve iretim tankindaki besiyeri, 121°C’de,
iiretim tankinin kalifikasyon testlerinden biri olan sterilizasyon testi sonucuna gore
belirlenen siirede steril edilir. Sterilizasyon sonrasi cekete sebeke suyu gonderilerek
besiyeri sogutulur ve sicaklik 37°C ayarlanir. Inokulasyon yapilmadan &nce,
besiyerinin ikinci kisimlari olan ve Tablo 4.2’de belirtilen dekstroz ve L-sistein saf
suda ¢ozdiiriliir. Cozdiiriilen dekstroz ve L-sistein 0,2 mikron filtreden siiziilerek

aseptik kosullarda besiyerine ilave edilir. (Ph. Eur. 1986)

B kismu sterilizasyon sirasinda sicaklik ile bozulabilecek komponentleri igerir
ve besiyeri ortamina sterilizasyondan sonra eklenmistir. Bir kap igerisine dekstroz
ve L-sistein hassas bir sekilde tartilir. Tartilan bilesenler kaba bir miktar saf su
alinarak ¢ozdiiriilmiis ve vitamin ile karistirtlmistir. Dekstroz, L-sistein ve vitamin
¢ozeltisinden olusan besiyerinin ikinci kismi, 0,2 mikron filtreden siiziilerek steril
edilmis ve aseptik kosullarda, biyoreaktor icinde bulunan veya iiretim tanki
icerisinde bulunan steril besiyeri iizerine inokiilasyondan hemen once ilave

edilmistir.

4.2.4. Fermentasyon siireci

C. perfringens tip C susu, igerikleri Tablo 4.1 ve 4.2°de verilen besiyerinde

kiiltiir Giretimi yapilmigtir.

Susun, ilk olarak kiiclik parca et igeren besiyerinde On kiiltiirii yapilmais,
anaerobik jarda 37°C’ de saat inkiibe edildikten sonra, M1-1 ortamina %2 oraninda
pasaji yapilarak alt kiiltiirii yapilmigtir. Alt kiiltiir, 37°C’de, fermentor sistemine
bagli olan prob ile pH kontrol edilmistir ve pH 7.2 de olacak sekilde kontrollii
modda inkiibasyona birakilmistir. PH ayart i¢in 7M NaOH ile 2,5M H>SOg4
kullamilmistir. Alt kiiltiir 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, alt
kiiltiir, %4 inokulasyon oraninda, iiretim tankinda hazirlanan kiiltiir ortamina
inokule edilmistir. Kiiltiir, 37°C’de, ph 7.2’de kontrollii modda inkiibasyona
birakilmustir. PH ayar1 icin 7M NaOH ile 2,5M H2SO* kullanilmistir. PH durumu,

iiretim tankinin prob sistemine bagli prob ile takip edilmistir. PH takibi i¢in
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baslangicta pH 4 ve 7 noktalarina kalibre edilmistir. Boylece pH’1n dogru 6l¢iim
yapmasi saglanmigtir. C. perfringens tip C {iremesi i¢in gerekli anaerobik kosul, alt
kiltirde fermentdre bagl azot tiipli ile saglanmistir. Kiiltiir ortamindaki oksijen
orani fermentor sistemine bagli oksijen probu ile takip edilmistir. Bunun icin de
yine pH 6lgiimiinde oldugu gibi baslangigta oksijen probu kalibrasyonu yapilmustir.

Inokulasyon &ncesi ortamdaki oksijen orani azot ile sifirlanmustir.

Uretim tankina bagl bilgisayar sisteminden pH veya baz tiiketim takibi
yapilarak, liremenin sonlandigi noktada tiretim kiiltiiriinden ornek alinmustir.
Alman oOrnekten OD o6l¢iimii, toksin titrasyon testi ve gram boyama iglemi
uygulanarak, mikroskobik muayenesi yapilmistir. Mikroskobik incelemede
bakteriler “gram pozitif basil” olarak gézlemlenmistir. Uremesi tamamlanan kiiltiir
inaktivasyon islemine alinmistir. %37°lik formaldehit, kiiltiir hacminin %0,8
oraninda steril meziir ile Olgiilerek, aseptik kosullarda iiretim kiiltiiriine ilave
edilmistir. Formaldehit eklenen iiretim kiiltiirii tank karigtiricist hizlandirilarak
karistirilmustir. Uretim kiiltiiriinde yer alan inokulasyon port takimi kapali konuma
alinip, liretim tankinin hava giris filtresi ve egzoz ¢ikis filtresi sonrasindaki vanalar
kapatilmistir. Kiiltiir bu sekilde 37°C’de inaktivasyona alinmistir. Toplam
inaktivasyon siliresi tamamlanana kadar 37°C’de karigtirmali  olarak
inaktivasyonuna devam edilmistir. Siire sonunda inaktivasyon testi i¢in Tryptic Soy
Broth ve Tiyoglukolat Broth besiyerine ekimler yapilmistir ve anaerobik ve aerobik
ortamda iireme olmadig1 goriildiikten sonra, inaktif kiiltiir calisma i¢in +4°C de
muhafaza edilmistir. Elde edilen inaktif kiiltiir polyvalent asida kullanilmak tizere

konsantrasyon iglemine alinmistir.

4.2.5. Filtrasyon & konsantrasyon

Uretim  kiiltiirii, ilk olarak 0,2 pm membran filtre kullanilarak fazla
besiyerinden ve istenmeyen metabolitlerden uzaklastiritlmistir. Ardindan 10 kDa
membran filtre kullanilarak tiretim hacminin 20 kati kadar konsantre edilmistir.
Konsantrasyon sistemi cross-flow sistemi ile yapilmistir. Beta toksin boyutunun 32-
34 kDa olmasindan dolay1 10 kDa boyutunda filtre kullanilarak toksinlerin filtreden
gecisi engellenmistir. Filtreden siiziilerek atilan sivi ile filtreden siiziilemeyerek

toplama kabina geri donen sividan Bradford yontemi kullanilarak protein analizi
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yapilmustir. Filtreden siiziilemeyip geri donen s1vi (toksoid) istenilen hacme gelince
sistem durdurulur ve formulasyonda kullanilmak iizere steril sartlarda +4’e
kaldirilir.

4.2.6. Formulasyon

Polivalan bir aginin olusmasi igin birden fazla komponent gerektiginden
enterotoksemi asis1 etkenlerine ek olarak farkli Clostridium gesitlerini de
kapsayacak sekilde formiile edilen as1 i¢in adjuvant hazirligi yapilmistir. Adjuvant
belirli oranlarda aliiminyum potasyum siilfat ve sodyum hidroksit karistirilmistir.
121°C de 25 dakika siire ile steril edilmistir. Karigir halde olan oda sicakligindaki
adjuvanta Clostiridium perfringens tip B, tip C ve tip D konsantre triinlerinden
belirli oranlarda eklenmistir ve ast pH’t ayarlanmistir. Formiile edilen as1

inkiibasyona birakilmistir. As1 sicakligi oda sicakligindadir.

4.2.7. Toksin etkinligi icin ¢alisma serumunun eldesi

Beta toksin etkinligi icin g¢aligilacak Elisa testi i¢in kullanilacak tavsan
serumlari i¢in, formiile edilen as1 3-6 aylik saglikli tavsanlara kas ici veya deri alti
yol ile etiketinde bildirilen minimum doz olan 1 ml miktarinda enjekte edilmistir.
Uygulama tarihinden 21 giin sonra, tavsanlara 1 ml miktarinda ikinci doz as1
uygulanmstir. Ikinci doz as1 uygulama tarihinden 14 giin sonra, tavsanlarin kan

ornekleri alinarak, serumlar esit hacimde birlestirilmistir.

4.2.7.1. Toksin notralizasyon testi

Toksin Noétralizasyon Testi, as1 ile immunize edilen tavsan serumlarinda ve
kombine antiserumda Clostridium perfringens Tip B, C, D’nin de i¢inde bulundugu
birgok Clostridium tiirlerine karsi olusan bagisiklik seviyesini tespit etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Test i¢in, 3-6 aylik yasta, saglikli 10 adet tavsan 21 giin
arayla asmin etiketinde onerilen minimum doz miktarindaki as1 ile asilanir ve
hayvanlardan 14 giin sonra kan alinir. Daha sonra serumlari ayrilarak serum havuzu
olusturulur. Serum havuzuna ait kalite kontrol testi standart toksin ve standart

antitoksinler yardimiyla yapilir.
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Standart toksin sulandirmasi i¢in L+1 i¢in sulandirilir. “’L+1’ ifadesi Lethal
dozun bir ist diliisyonunu ifade eder. Sulandirma sivist olan %0,85’1lik Fizyolojik
Tuzlu Su (FTS) ile oncelikle toksinin 1/10 diliisyon hazirlanir ve daha sonra
toksinin “L+1" diliisyon degerine gore sulandirimlar yapilir. “L+1” degerine gore
sulandirilan clostridial toksinler, Tablo 4.5’de belirtildigi sekilde hayvanlara

enjekte edilir ve gozlenir.

Tablo 4.5 Standart toksinin deney hayvanlari uygulamast.

Kullanilan Hayvan Enjeksiyon Gizlem
Komponent Tiirii ve Hayvan Miktar: ve .o .
C Siiresi
Sayisi Enjeksiyon Yolu
Clostridium
perfringens Tip C En az 2 adet fare 0.1 ml; L.V yolla 3 glin
Beta Toksin

Standart antitoksinin sulandirilmasi igin International Unite (IU)’si aranacak
olan toksinin IU’sine dilue edilir. Standart Toksin + Standart Antitoksin i¢in 10
IU/ml’ye gore diliisyonlar1 yapilan standart toksin ve standart antitoksinlerden esit
miktarlarda alinarak karisimlari yapilir. Tablo 4.6’da belirtildigi sekilde inkiibe

edilir ve inkiibasyon siiresi sonunda deney hayvanlar1 uygulamalar1 ger¢eklestirilir.

Tablo 4.6 Standart Toksin+Standart Antitoksin Inkubasyon ve Deney Hayvanlar1 Uygulamalari.

Inkubasyon Kullamlan Enjeksiyon
Komponent Kosullar: ve Hayvan mi_ktar_l ve Gozlem
Inkubasyon Tiirii ve Enjeksiyon siiresi
Siiresi Sayisi yolu
CIo_strldlum_ Odf’l En az 3 adet 0.2ml; LV .
perfringens Tip sicakliginda fare yolla 3 gilin
C Beta Toksin 30 dakika

Standart toksin + immunize tavsan serumu sulandirmalarinda “L+1" standart

toksin sulandirmalar1 10 [IU’e denk gelir. Aranacak olan IU seviyesine gore

immunize tavsan serumu miktar1 ayarlanir. Tiipe Oncelikle standart toksin daha
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sonra immunize tavsan serumu ilave edilmelidir. Karigimlar kopiirtiilmeden

calkalanmalidir.

10 IU’e gore sulandirimlar1 yapilan standart toksin ve antitoksinlerden esit

miktarda alinarak karigimlar1 yapilir.

Notralizasyon igin, oda sicakliginda Clostridium perfringens Tip C Beta
toksin 15 dakika bekletilir.

Deney hayvanlarina uygulama asamasinda tiim komponentler igin,
inkubasyon siiresi sonunda, en az 3 adet fareye aranan IU degerine gore talep edilen
miktarlarda C. perfringens Tip C beta toksinleri, I.M yolla enjekte edilir.
Enjeksiyonu yapilan tiim fareler, 6liim meydana gelip gelmemesi yoniinden 3 giin

stireyle gozlenir.

Testin gegerli olabilmesi i¢in standart toksin enjekte edilmis olan farelerin 3
giin gbzlem siiresince 0lmesi gereklidir. Standart toksin + Standart Antitoksin
Karisimi verilen fareler ise hayatta kalmalidir. Standart Toksin + Immunize tavsan
serumu enjekte edilen fareler hayatta ise, final iirlin aranan IU degerini karsiliyor

demektir. Aranan IU degeri i¢in farelerin hayatta kalmasi beklenir.

4.2.8. Inaktif C. perfringens tip C antijeninin elisa yontemi icin
hazirlanmasi

Clostridium perfringens tip C inaktif kiiltiir antijeninin ilk olarak Bradford
yontemi ile total proteini dlgiilmiistiir. Ol¢iim yapilirken falkon tiiplerine 50 pl
ormek + 2500 pl boya soliisyonu eklenip vortekslenerek homojenizasyon
saglanmistir. Karisim 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Blank i¢in 50 pl
diliisyon sivist (FTS) + 2500 pul boya soliisyonu 10 dakika oda 1sisinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra blanke kars1 tiim 6rneklerin spektrofotometre ile 595 nm deki
absorbans degerleri belirlenmistir. Alinan absorbans olusturulan grafik
denkleminde yerine konularak iriindeki total protein miktar1 mg/ml cinsinden
hesaplanmistir. Sonikasyon siiresi olarak cihaz 30 saniye calisip 15 saniye dinlenme

olacak sekilde 3 calisma seti olarak tekrarlanmistir. Islem sonunda OD ve Bradford
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ile total protein bakilmistir. Bu islem kaplama sonikasyon sonrasi antijen

konsantrasyonu 4 ug/ml olasiya kadar devam etmistir.

4.2.9. Beta antitoksin elisa yontemi ile testlerin uygulanmasi

4.2.9.1. Plate dizaym

Her calisma i¢in Oncelikli olarak yapilan islem plate {izerinde yapilacak
seyreltmeleri belirten bir dizayni olusturmak olmustur. Plate {izerinde referans
serum ve seyreltmeleri, calisilacak asinin tavsanlardan alinan serum havuzu ve

seyreltmeleri ve konjugat bilgileri yer alacak sekilde bir plan hazirlanmistir.

4.29.2. Calsmal

Calismaya baslarken yapilacak ilk is plate dizayninin olusturulmasidir. Tablo
4.7°de oldugu gibi plate iizerinde referans serum ve seyreltmeleri, ¢calisilacak asinin
tavsanlardan alinan serum havuzu ve seyreltmeleri ve konjugat bilgileri yer alacak

sekilde bir plan hazirlanmistir.

Tablo 4.7 Calisma 1 i¢in plate dizayni. (U.Y: Uygulama Yok, R.S: Referans Serum, P.A.S:
Polyvalent ag1 serumu, N.S: Negatif Serum, A.K: Antijen Kontrol)

1 2 3 4 5 6 7 8 3 10 1 12 13
RS RS RS RS PAS PAS R’ﬁ;lt
A uy 1/100 1/250 Us00 | 1000 | UY Uy uy vy | oo+ | oo+ | FER
SERUM 1010 41U 21U 11U Bos Ant. | BogAnt. | 8
5 : 1/30.000
B | s PAS | Pas PAS | PAS PAS NS NS Ak - Konjugat | Konjugat
Antijen 1/10 1/100 1250 /500 | 1/1000 | 1/100 1/500 subetrat | subetrat
ﬁl% RS RS RS RS
c SAD 1/100 1250 1/500 | 1/1000
- n
o | 1010 410 U 1
Konjugat | Konjugat Antl-
b PAS PAS PAS PAS PAS NS NS AK AK dug US| Rabbit
/10 1/100 1/250 1500 | 1/1000 | 1/100 1/500 : : substrat | subemat | 126
1/60.000
RS Antl
o RS RS RS RS Rabbit
E e 1/100 1250 1/500 | 1/1000 15G
y . ,
oo | 10T 41U 21U e I 1000‘00
. PAS | PAs PAS | PAS P.AS NS NS AK - Konjugat | Konjugat
1/10 1/100 1/250 1/500 | 11000 | 1/100 1/500 : : ) i
Substrat Substrat

Uygulama i¢in, Clostridium perfringens Tip C sonike edilmis inaktif kiiltiir,
bulk antijeni, saf olarak, taze hazirlanmis kaplama soliisyonu (sodyum bikarbonat
soliisyonu) ile belirlenen kuyucuklara 100’er pl ilave edilerek kaplanmis ve
yaklasik 15 saat +4 derecede inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda

yikama soliisyonu (FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan serumlar
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(referans serum ve polyvalent as1 serumu) plate’de belirlenen diliisyonlarda (Saf,
1/10, 1/100 ve 1/250) hazirlanarak belirlenen kuyucuklara 100 er ul koyulmus ve 1
saat 22°C de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresi sonunda tekrar yikama
soliisyonu (FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan Anti-Rabbit 19gG
Konjugati 1/30.000 kat sulandirilarak her kuyucuga 100 er pul koyulmus 1 saat 22°C
de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tekrar yikama soliisyonu
(FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan 50 pul TMB substrati kuyucuklara
koyularak 10 dk karanlikta bekletilmis ve renklenme gézlemlenmistir. 10 dakikanin
sonunda reaksiyonu durdurmak amaciyla 50 ul stop soliisyon ilave edilmis ve 450

nm de absorbanslar okutulmustur.

4.2.9.3. Calisma 2

Calismaya baslarken yapilacak ilk is plate dizayninin olusturulmasidir. Tablo
4.8’de oldugu gibi plate iizerinde referans serum ve seyreltmeleri, ¢calisilacak asinin
tavsanlardan alinan serum havuzu ve seyreltmeleri ve konjugat bilgileri yer alacak

sekilde bir plan hazirlanmistir.

Tablo 4.8 Caligma 2 i¢in plate dizayni.

1 2 3 4 5 6 7
. Referans Referans Referans Referans
Saf Antijen serum- saf | serum 1/10 serum serum
1/100 1/250
B Polyvalent | Polyvalent | Polyvalent | Polyvalent Negatif Negatif
Saf Antijen | asiserumu | asiserumu | agiserumu | asiserumu 110 1/100
saf 1/10 1/100 1/250
Referans Referans Referans Referans
1/10 serum saf | serum 1/10 serum serum
Antijen 1/100 1/250
Antijen saf 1/10 1/100 1/250 1/10 1/100

Uygulama igin, Clostridium perfringens Tip C sonike edilmis inaktif kiiltiir,
bulk antijeni, saf olarak, taze hazirlanmis kaplama soliisyonu (sodyum bikarbonat

soliisyonu) ile belirlenen kuyucuklara 100’er pl ilave edilerek kaplanmis ve
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yaklasik 15 saat +4 derecede inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda
yikama soliisyonu (FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan serumlar
(referans serum ve polyvalent asi serumu) belirlenen diliisyonlarda (Saf, 1/10,
1/100 ve 1/250) hazirlanarak belirlenen kuyucuklara 100 er pul koyulmus ve 1 saat
22°C de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tekrar yikama
soliisyonu (FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan Anti-Rabbit 19G
Konjugati 1/30.000 kat sulandirilarak her kuyucuga 100 er ul koyulmus 1 saat 22°C
de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tekrar yikama soliisyonu
(FTS+Tween-20) ile 4 defa yikamanin ardindan 100 ul TMB substrati kuyucuklara
koyularak 10 dk karanlikta bekletilmis ve renklenme gozlemlenmistir. 10 dakikanin
sonunda reaksiyonu durdurmak amaciyla 100 ul Stop soliisyon ilave edilmis ve

450nm de absorbanslar okutulmustur.
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5. BULGULAR

5.1. Fermentasyon Siireci Sonunda Gézlemlenen Bulgular

Beta toksini liretimi, 6n kiiltiir tiremesi 8 saatte, alt kiiltiir tiretimi yaklagik 18
saatte ve istenilen toksin iiretiminin gerceklestigi iiretim kiiltiiriinde yaklagik 5
saatte tamamlanustir. Uretim kiiltiiriindeki C. perfringens tip C, {iremenin
gercgeklestigi log fazina iiretim besiyerine pasajindan 2 saat sonra ge¢mis, 1,5 saat
bu evrede kalmis ve daha sonra duragan faza gecmistir. Bu evreye gectikten sonra

inaktivasyon islemi baslatilmistir.

Inaktivasyon siiresi tamamlanan kiiltiirden steril sartlarda rnek almmis ve
inaktivasyon testi yapilmistir. Inaktivasyon testinde, canlilik kontrolii testi
edilmistir. Bakterilerin inaktive edildigini goéstermek amaciyla yapilmastir.

Inaktivasyon testi i¢in bakterinin iiretildigi besiyeri kullanilmustir.

Inaktivasyon islemi sonrasi filtrasyon ve konsantrasyon islemlerine alman
inaktif C. perfringens tip C kiiltiirii, alt takim islemleri tamamlandiktan sonra,
islemler sirasinda olusabilecek aksi bir durum igin sterilite testi yapilmis ve
herhangi bir tireme goériilmemistir. Bu sonuglar ile prototip as1 formulasyonu i¢in

konsantre {iriiniin uygun oldugu goériilmiistiir.

5.2. Inaktif Kiiltiirde Total Protein Ol¢iimii

Inaktif C. perfringens tip C kiiltiiriiniin Bradford ile total proteini 1,02 ug/ml
olarak olgiilmiistiir. Inaktif kiiltiire Sonikasyon islemi uygulanarak Bradford ile
Olciilen total proteini 4 ug/ml oldugunda islem sonlandirilmis, farmakopede yer alan
protein yogunluguna uygun hale getirilmistir. Inaktif kiiltiir bu haliyle ELISA test
caligmasina uygun hale getirilmis ve sonike edilen hacim ¢aligma siiresi boyunca
+4°C de saklanmustir. Inaktif kiiltiiriin sonikasyon éncesi ve sonikasyon sonrasi

renklenmesi agagidaki gibidir;
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Sekil 5.1 Sonikasyon 6ncesi Cpc inaktif kiiltliri.

Sekil 5.2 Sonikasyon sonrasi Cpc inaktif kiiltiird.
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5.3. Serum Eldesi i¢in Deney Hayvanlar1 Uygulamalar

Polyvalent as1 formulasyonu, belirlenen hacimlerde Clostridium perfringens
B, C, D, C. haemolyticum, C. chauvoei, C. sordelli, C. novyii A toksoidleri ile
tamamlanmis olup Beta antitoksin ELISA c¢alismasi i¢in belirlenen 6zellikteki
tavsanlara uygulanmistir. Farmakopede belirtildigi gibi tavsanlara kas i¢i veya deri
alt1 yol ile etiketinde bildirilen minimum doz olan 1 ml miktarinda enjekte
edilmistir. Uygulama tarihinden 21 giin sonra, tavsanlara 1 ml miktarinda ikinci doz
as1 uygulanmustir. Ikinci doz as1 uygulama tarihinden 14 giin sonra, tavsanlarin kan
ornekleri alinarak, serumlari esit hacimde birlestirilmistir. Bu serum havuzlar1 Beta

antitoksin ELISA i¢in kullanilmistir.

5.4. Beta Antitoksin Elisa Uygulama Detaylar:

Calisma i¢in yapilan denemede, negatif serum olarak serum, daha once bir
hastaliga maruz kalmamis 3-6 aylik, saglikli tavsandan alinan kanlara ait serum
havuzu olusturularak kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak Referans Serum
(Clostridium perfringens Tip C Beta Toksin) kullanilmistir. “’Polyvalent as1
serumu+ Bos Antijen’’ olarak ifade edilen kuyucuk, C. perfringens tip C inaktif
kiiltiirii ile kaplanmayip sadece formiile edilen asiyla asilanan tavsanlarin serum
havuzu kullanilarak gozlem acisindan antijen yoklugunda okunacak OD degerinin
yorumlamada katki saglamasi amaglanmistir. “’Konjugat + Substrat “’olarak ifade
edilen kuyucukta, antijen ve serum yoklugunda okunacak OD degerinin
yorumlamaya katki saglanmasi amaciyla bu sekilde calisilmistir. Sekil 5.3.’de
goriildiigii gibi farkli konjugat seyreltmeleri (1/30.000,1/60.000,.1/100.000)
kullanilmistir. Bu durumun sebebi; farmakopede, konjugat olarak kullanilan Anti
Rabbit IgG’nin sulandirmas: 1/1000 olarak kullanilmasi uygun goriilmiis fakat
calisma Oncesi yapilan deneme uygulamalarinda konjugatin ileri Sulandirmaya
gidilmesi uygun goriilmiistiir. Ayrica konjugatin uygulama prosediiriine gore
konjugat sulandirmasi 1/30000 olacak sekilde c¢alismasi istenmistir. Calisma
sirasinda uygulanan bu sulandirma OD degerlerine istenildigi gibi yansimis ve daha
dogru sonuglar verdigi anlagilmistir. Bu yiizden ¢aligma 2 i¢in olusturulan platede
Sekil 5.5°de de oldugu gibi konjugat sulandirmasi 1/30000 olarak ¢alismaya devam
edilmistir. Konjugat i¢in 1/30000 seyreltmesinin daha dogru sonu¢ vermesi Tablo

5.1 ve 5.2’deki OD sonuglarindan anlasilmaktadir.
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Yapilan Beta antitoksin ELISA testlerinin goriintiileri ve sonuglar1 asagidadir.

Calisma 1 sonunda olusan plate goriintiileri su sekilde olmustur;

Sekil 5.3 Calisma 1°de substrat eklendikten sonra olusan plate goriintiisii.

Sekil 5.4 Caligma 1°de stop soliisyonu sonucu olusan plate goriintiisii.
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Tablo 5.1 Calisma 1°de stop soliisyonu sonucu olusan OD degerleri.

A 0,097 | 1,225 | 1,115 | 0,762 | 0,490 | 0,105 | 0,101 | 0,107 | 0,111 | 0,138 | 0,122 0,124

B 2,027 | 1,778 | 1,600 | 1,031 | 0,621 | 0,126 | 0,111 | 0,113 | 0,125 | 0,199 | 0,139 | 0,114

C 1,144 | 0,844 | 0,834 | 0,538 | 0,387 | 0,122 | 0,117 | 0,140 | 0,127 | 0,145 | 0,133 | 0,129

D 1,075 | 1,154 | 1,048 | 0,718 | 0,364 | 0,135 | 0,127 | 0,130 | 0,136 | 0,151 | 0,143 | 0,161

E 0,630 | 0,503 | 0,453 | 0,331 | 0,239 | 0,109 | 0,110 | 0,07 | 0,120 | 0,153 | 0,142 | 0,131

F 0,606 | 0,559 | 0,493 | 0,346 | 0,269 | 0,110 | 0,110 | 0,111 | 0,138 | 0,144 | 0,110 | 0,155

G 0,032 | 0,036 | 0,041 | 0,034 | 0,037 | 0,038 | 0,034 | 0,039 | 0,034 | 0,035 | 0,035 | 0,032

H 0,034 | 0,036 | 0,038 | 0,037 | 0,035 | 0,035 | 0,037 | 0,036 | 0,035 | 0,037 | 0,037 | 0,034

Calisma 2 sonunda olusan plate gortintiileri su sekilde olmustur;

Sekil 5.5 Calisma 2’de substrat eklendikten sonra olugan plate goriintiisii.
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Sekil 5.6 Caligsma 2’de stop soliisyonu sonucu olusan plate goriintiisii.

Tablo 5.2 Calisma 2’de stop soliisyonu sonucu olusan OD degerleri.

1 2 3 4 5 6
A 2,799 2,934 1,545 0,809 0,023 0,026
B 2,480 2,948 2,835 2,867 0,599 0,284
C 0,100 0,035 0,033 0,034 0,032 0,032
D 2,812 3,011 1,556 0,897 0,108 0,028
E 0,528 3,138 3,068 2,957 0,990 0,290
F 0,034 0,034 0,034 0,036 0,035 0,036
G 0,037 0,034 0,034 0,035 0,035 0,033
H 0,038 0,034 0,034 0,035 0,037 0,036
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5.5. Beta Antitoksin Elisa Uygulama Sonuclari

Yapilan ilk ¢alisma su sekilde degerlendirilebilir; farmakopede yer alan
degerlendirme kriteri “’test serumunun OD degeri/ negatif serum OD degeri>1,0
veya referans serumun OD degeri / negatif serum OD degeri>1,0 ise, s6z konusu
test serumu gegerlidir’” seklindedir. Buna gore; Polyvalent as1 serumu (1/100) /
Negatif Serum (1/100) = 1,778 / 0,126 = 14,111 veya Referans serum (1/100) /
Negatif Serum (1/100) = 1,225 / 0,126 = 9,722. Bu sonuglara gore her iki serum

degeri> 1,0 oldugundan test serumlar1 gegerli kabul edilmistir.

Ayrica “’Test edilen serumun OD degeri / Referans serumun OD degeri > 1,0
EU ise, test serumu uygun bulunup, s6z konusu asi serisi “gecti” olarak
degerlendirilir.”” seklinde ikinci kriter bulunmaktadir. Bu kritere gore hesaplama su
sekildedir; Polyvalent as1 serumu (1/100) / referans serum (1/100) = 1,778 / 1,225

= 1,451. Bu sonuca gore asi1 serisi Beta Antitoksin Elisa testini gecmistir.

Yapilan ikinci c¢alisma su sekilde degerlendirilebilir; yapilan serum
diliisyonlarinda saftan diliisyondan, 1/250 diliisyonundaki seyreltmeye kadar gozle
goriilen renk farki gozlemlenmis ve test sonucu fiziki olarak olumlu
yorumlanmistir. Farmakopede yer alan degerlendirme kriteri’” test serumunun OD
degeri/ Negatif Serum OD degeri>1,0 veya Referans serumun OD degeri / Negatif
Serum OD degeri>1,0 ise, soz konusu test sonucu gecerlidir’” seklindedir. Buna
gore; Polyvalent as1 serumu (1/100) / Negatif Serum (1/100) = 2,835/ 0,284 = 9,982

Sonu¢>1,0 oldugundan serumlar gegerli olarak kabul edilmistir.

Ayrica test edilen serumun OD degeri / Referans serumun OD degeri > 1,0
EU ise, test serumu uygun bulunup, séz konusu as1 serisi “GECTI” olarak
degerlendirilmektedir. Buna gore; Polyvalent ag1 serumu (1/100) / Referans Serum
(1/100) = 2,835 / 1,545 = 1,834 degeri bulunmustur. Bu sonuca gore as1 serisi
gecerli olarak kabul edilmistir.
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6. TARTISMA

Enterotoksemi  kavrami: tanim olarak, Clostridium perfringens’in
toksinlerinin olusturdugu, koyun ve sigirlarda goriilen, belirtileri ¢ok hizli gelisen
ve Oldiiriicli karakterde bir hastalik grubudur. Bu bakteriler saglikli hayvanlarin
bagirsaklarinda her zaman bulunurlar fakat hastalik yapmayacak diizeydedirler.
Normal kosullarda hastalik olusturmazlar. Bagirsak hareketlerinin azalmasina
neden olan kosulalarda bu bakteriler hizlica ¢ogalir ve toksin olustururlar. Ortaya
¢ikan toksinler bagirsaklarin yapisini bozar. Damarin i¢ yapisinda, Kalp, bobrek,
akciger ve beyinde degisikliklere neden olur. Beyindeki bozulma, su toplanmasi ve

kiigiik kanamalarla hayvanin kisa zamanda 6lmesine yol agar. (Arslan A., 2019)

Clostridium spp. hareketsiz, anaerobik olarak biiyiiyen ve sporlar olusturan
gram pozitif ¢cubuklardir, bununla birlikte mikro aerobik kosullarda hayatta kalma
yetenegine sahiptir, bu nedenle aerotolerant anaerob olarak siniflandirilir.
Clostridium perfringens, viriilans faktorii olarak dort ana toksin iiretir. Bu dort ana
toksin, alfa, beta, epsilon ve iota toksinidir. Clostridium bakterileri bes toksinotipte
(A, B, C, D ve E) simiflandirmak i¢in kullanilir. (Arslan A., 2019)

Toksinler proteinik yapida oldugundan sicakliktan kolayca etkilenebilirler.
Sakurai ve Duncan’in yaptig1 bir ¢aligmada beta toksin, 50'C'de 0.01 M fosfat
tamponu (pH 7.0) iginde inkiibe edildiginde, 5 dakika iginde toksin aktivitesinde
%75'lik bir azalma oldugu, 60 dakikalik inkiibasyondan sonra, ilk aktivitenin
%095'inden fazlasiin kaybedildigini gérmiislerdir. Bu veriler, beta-toksininde 1s1ya
dayaniksiz oldugunu gostermistir. (Sakurai J., and Duncan C.L., 1978) Bu veriye
de dayanarak Clostridium perfringens tip C iiretiminin her asamasinda sicakligin
hayvan viicut sicakligi da olan 37°C sinir degerinde kalmasina dikkat edilerek

caligilmistir.

Nagahama ve ark. (1991) yaptig1 bir antijen tiretim ¢aligmasinda, ELISA test
yontemi kullanilarak bes standart Clostridium perfringens susu ve olusturdugu
toksin test edilmistir. Yontemde; C. perfringens tip A i¢in NCTC 8237 susu, C.
perfringens tip B i¢in NCTC 8533 susu; C. perfringens tip C i¢in NCTC 3180 susu,
C. perfringens tip D i¢in NCTC 8346 susu ve C. pergfringens tip E i¢cin NCTC 8084
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suslart kullanilmistir. Beta ve iota toksinleri, sirasiyla C. perfringens tip C ve tip
E'nin 7 saatlik kiiltiirlerinin stipernatanda saptanmis, ancak 24 saatlik kiiltiirlerinde
saptanmamustir. 7 saatlik bir C. perfringens tip B kiiltiirtinden eclde edilen
siipernatanttan calisan ELISA testinde beta ve epsilon toksinleri tespit edilmis
ancak 24 saatlik kiiltiirden yapilan ¢aligmada her 2 toksinde tespit edilememistir.
Bu sonuglarda da goriildiigii tizere her toksinin kararliliginin oldugunu ve kisa
siirede ve cesitli etkenlerle kendi kendine yikima ugradigimi gostermektedir.
Antijen iiretim asamasinda, toksinlerin bu aragtirma makalesinde oldugu gibi kisa
stirede yikima ugramasi géz oniinde bulundurularak scale up islemleri kisa zamanli
bir liretim yapilacak sekilde planlanmistir. Bu yiizden inkiibasyon siireleri 6n
kiiltiirde 8 saat, alt kiiltiirde 18 saat, liretim kiiltiiriide 5 saatte tamamlanmistir.
Ayrica Sakurai & Duncan (1975) ve Pivnick ve ark (1965) tarafindan yapilan baska
bir caligsmada kiiltiir slipernatantinda bulunan beta ve epsilon toksinlerinin 6ldiiriicti
aktivitelerinin duragan fazin baslamasindan sonraki 1-2 saat i¢inde keskin bir
sekilde azaldigim1 bildirmistir. Bulgulara dayanarak, bu toksinler, daha uzun
inkiibasyon siiresine maruz kaldiklarinca kolayca yok olacaklarindan dolay1, erken
duragan faza kadar ELISA ile 6lciilmesi gerektigi vurgulanmistir. Ornegin ELISA
ile C. perfringens tip C'nin 7 saatlik veya 24 saatlik bir kiiltiirinden alinan
siipernatanda beta veya epsilon toksini tespit edilmemistir. ELISA ile elde edilen

sonug, TNT ile elde edilen sonugla uyumlu oldugu sdylenmektedir.

Enterotoksemi enfeksiyonun hizli ve siddetli seyretmesi, Onleyici tedavi
tedbirlerinin  6n planda olmasi gerekliligini vurgulamistir. Enfeksiyondan
korunmak igin antikora bagh bagisiklik (humoral immunite) etkin haldedir ve bu
etkin durum serum ve antitoksin seviyeleri ile yakindan iligkilidir. Bu agidan
hastaligin kontrolii i¢in asilamaya bagli aktif bagisiklik oldukca onemlidir. C.
perfringens tip C enfeksiyonlarinin 6nlenmesi, biiyiikk 6l¢iide inaktif agilamaya
dayanir. Asilarin etkili olmast i¢in, konak¢1r hayvanda koruyucu bir bagisiklik
tepkisi ortaya ¢ikarabilmeleri gerekir. Bu kapsamda tavsanlara, formiile edilen
polivalan as1 uygulanmig ve belirlenen siireler sonunda kan alma islemi
gerceklestirilmis, santrifiij ile serumlar ayrilarak bir serum havuzu olusturulmustur.
Bu serum havuzu beta antitoksin ELISA testinde kullanilmistir. Olusturulan serum
havuzu ELISA yonteminde kullanildiginda formiile edilen asida beta toksinin

etkinligi acisindan basarilit sonuglar alinmistir.
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Ticari olarak temin edilebilen C. perfringens tip C asilari, clostridial
toksinlere karsi nétralize edici antikorlar iiretir. Uretim ihtiyaclar1 ve yasal
gereklilikler, antijen tiretimi igin siireg igi testi gerektirir. Su anda, C. perfringens
tip C toksin materyalleri, bir veya birden fazla deney hayvami kullanilarak test
edilmektedir. Bu tiir testlerin in vivo olarak test edilen deney hayvanlarinda 6lim
veya felg kalma gibi siddetli klinik bulgulara bagli olarak yiiriitilmesi, gelismekte
olan hayvan refahinin daha iyiye gotiiriilmesi, deney hayvanlarina aci veren
uygulamalardan uzaklasilmasi ve testlerde kullanilan hayvan sayisinin azaltilmasi
yoniindeki etik yaklasimlara uygun olmadigi goriilmektedir. (Arslan A., 2019)
Ayrica zaman, test maliyeti ve isgiicii a¢isindan da dezavantajlara sahip yontemler
oldugu bilinmektedir. Polivalan olarak hazirlanan asida, her bir bilesen i¢in ekstra
bir in vivo test gereksiniminin olmasi, asinin potensininin ortaya konmasinda
kullanilan hayvan sayisini, is giiciinii ve test maliyetini daha da arttiracagi

goriilmektedir.

In vivo testler yerine, 6zellikle antikor tabanli ELISA metotlar1 gibi in vitro
testlerin daha efektif olarak uygulanmaya baslanmas1 ve bu yonde yapilacak her bir
deneme caligmasi bile testlerde kullanilacak olan hayvan sayisinin azaltilmasi
acisindan, referans metodun sonuglarina benzer bir benzerlik gostermesi ve giivenli
ve tekrarlanabilir olmasi yoniiyle de in vitro testlerin gelistirilmesi gerekliligini bir
kez daha ortaya koymaktadir. Avrupa Farmakopesi i¢inde yakin zamanda canli
biinyesinde gergeklesen yontemlerin laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen
yontemlerle nasil degistirilecegine dair bir kilavuz yaymlanmasi, bilimsel 6nemi
olan, mevcut dogrulama gerekliliklerini gergeklestiren ve in vivo yontemlere gore
uyumu gosterilen farkli in vitro prosediirlerin bu sebeple kullanim beklentilerini

giderek arttirmistir (EP, 2018c).

Deney hayvanlart i¢in kullanilmas: hedeflenen yontem doniisiimlerinde;
islevsel bir yanitin (toksin nétralizasyonu gibi) veya antijen igeriginin in vitro
olarak serolojik metotlarla belirlenmesi, toksin baglama ve molekiiler yontemler
kullanilarak ekstra ajan genomlariin bulunmasi ve canli organizmalarin titrasyonu
gibi farkli metotlarin uygulanabildigi bilinmektedir (Kulpa-Eddy vd., 2011; EP,
2018c). Ancak serolojik bazli bu testlerde (ELISA gibi) standardize edilmis antijen,

antikor ya da referans standartlara ihtiyag duyulmaktadir. In-house yéntemler
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olarak gelistirilen bu yontemlerin tanimlanmasi, karakterize edilmesi, antijenin
saflastirilmast ya da standardizasyonundaki zorluklar bu tip testlerin 6nemli
dezavantajlar1 olarak belirlenmistir. Ayrica formulasyonlarin karmasikligi,
tirtinlerin gesitliligi ve farkli adjuvanlarin oldugu veya uygun antijen ekstraksiyon
metotlarmin eksikligi ¢ogu kez analizlerin kesinligi lizerinde etki etmektedir
(Stokes vd., 2011; Romberg vd., 2012). Bu agidan in vivo yerine serolojik
yontemlerin kullanilmasi her ne kadar zor uygulanabilir gibi goriinse de in vitro
olarak uygulanmasi siddetle Onerilmektedir. Ancak bu metotlar; c¢alisma
orneklerinin elde edilebilmesi icin, deney hayvanlarinin (tavsan) as1 ile
immunizasyonuna ihtiya¢ duyulmasindan dolayi, asidaki antijen igeriginin
Olglilmesine dayanan yontemlerde oldugu gibi hayvan gereksinimini ortadan
kaldirmamaktadir. Bununla birlikte, immunizasyon ve kan alma siire¢lerinin deney

hayvanlarinda daha az ac1 ve 1zdirap olusturucu oldugu bilinir.

Giderek artan biyoetik yaklagimlar ve s6z konusu teknik zorluklar; asi
potensinin belirlenmesinde deney hayvami kullaniommin daha az kullanildig:
alternatif metotlarin uygulanmasi diisiincesinin ortaya ¢ikmasi ve gelismesinde

onemli bir etken oldugu goriilmiistiir. (Arslan A., 2019)
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7. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢aligmada, 10 fareye uygulanan Toksin Notralizasyon Testi ile
birlikte es zamanli olarak, ayni seyreltme oranlarmin kullanildig1 beta antitoksin
ELISA testi de ¢alisilmistir. Test sonuglarma bakildiginda TNT’ de beta toksin
etkinliginin uygun seyreltmeler sonucunda ¢ikan sonug¢ formiile edilen asinin
Avrupa Farmakopesinde yer alan 10 IU degerini karsilamasi seklinde olmustur.
Yine ayni as1 Avrupa Farmakopesinde yer alan diger metot olan Beta Antitoksin
ELISA metoduna gore, her iki kritere gore de deger >1’i gegtiginden as1 “’gegti”’

ifadesi ile testin in-house metot olarak gegerliligi olabilecegini gostermistir.

Uygulamas: sirasinda, ELISA plate’nin yikanmasinin ¢oklu pipetle birden
cok kez yapilmasi, uygulamayr manipiilasyon kaynakli hatalara agik hale
getirmektedir. Bu hatalar1 elemine edebilmek amaciyla yikama islemini otomatik
olarak yapan cihazlarin kullanilmasi bu durumun daha az hata ile
tamamlanabilecegini gostermektedir. Otomatize bir ELISA mikroplate yikayict bir

cihaz bu sorunu minimum diizeye indirecektir.

TNT ile birlikte ELISA yonteminin birlikte ¢alisilmasi gerekliliginin 6nemi
calismada bir kez daha vurgulamistir. Yapilan ELISA testi gecerli goriinse de
validasyon testleri tamamlandiktan sonra yliriirlige alinmasi gereklidir. Ayni
zamanda testin spesifite ve sensitivite ¢calismalarini yapilmasi, yanlis negatif/pozitif
gozlem durumlar agisindan da fikir olusturacagindan gozardi edilmemesi gerekir.
Bu stire¢ boyunca her iki testin her as1 seri numarasi degistiginde es zamanli olarak
uygulanmas1 gerekli olacaktir. in-house olarak uyarlanan bu metot, kullanilan
kimyasallarda meydana gelecek bir problem olmadigi siirece, asisi yapilan
antijenlerdeki tiretim siireci devam ettikge ve Avrupa Farmakopesinde ilgili
boliimde bir revizyon gerceklesmedigi siirece validasyonlar1 sonucunda

uygulanabilir hale gelecektir.
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Tiim dniversite hayatim boyunca ve yiiksek lisans egitimimin her
asamasinda tiim bilgi ve tecriibelerini, destegini, ilgi ve yardimlarini esirgemeyen
cok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Giiven OZDEMIR’e saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar ¢alismalarim sirasinda bana her tirlii imkanm1 ve destegi
saglayan ATA-FEN A.S. yoneticileri ile siirekli fikir alisverisinde bulundugum tiim

calisma arkadaglarima tesekkiir ederim.

Hayatimin her alaninda oldugu gibi bu siirecte de beni yalniz birakmayan,
varligint ve destegini bana her an hissettiren, c¢ok degerli esim Umut
ADIYAMAN’a tesekkiir ederim.

Maddi manevi her zaman yanimda olan, her kosulda bana desteklerini
stirdiiren, ¢ok kiymetli canim aileme; annem, babam ve biricik kiz kardesim

Ceren’e tesekkiir ederim.
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