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Ozet: Bu calismada, Clostridium perfiingens tip A, C, D, CI. oedematiens tip A, Cl.
septicum ve CL chauvoei’ den olusan 11 farkli tipte Clostridial sus ile iiretilen kiiltlirlerin
toksoidleri, mini ultrafiltrasyon sistemi ile konsantre edilerek 6’l1 kombine polivalan bir
asinin tiretilme imkani arastirildi.

Her bir sus ile hazirlanan monovalan asilarin gerek bagimsiz ve gerekse 4 farkl 6’l1
kombine (Kombi A,B,X,Y,) asidaki bagisiklik olusturma giiciinii saptamak amaci ile toplam
70 kobay, 124 tavsan ve 72 koyun 21 giin ara ile asilandilar. Ikinci asilamadan 10 giin sonra
alinan kan serumlarinda antitoksinlerin varligi, beyaz farelerde toksin serum nétralizasyon
test (TNT) ile saptandi. Antitoksin diizeyleri asili kobay ve tavsanlar i¢cin 2.5, 5, 10 IU / ml,
koyunlar i¢in 0.25, 1, 2.5 ve 5 [U/ml. degerlerinde arandi. Cl.chauvoei susu ile liretilen asinin

potensi ise asili kobaylarda epriivasyon ile 6l¢iildii.

Caligmada elde edilen sonuglar dogrultusunda; CI. perfringens tip A’ ya ait her iki sus
ile yeterli diizeyde bagisiklik elde edilemezken, CL perfringens tip C (Silivri, Pendik), CI.
perfringens tip D (NCTC, 8346) , Cl.oedematiens tip A (UK, Pendik) / (NCTC, 538) ,
Cl.septicum (NCTC , 547) suslarinin koruma degerleri sirast ile 5-10 , 10>, 10> /10>, 2.5-5
IU/ml diizeyinde bulunmustur. CL chauvoei (No:20, Pendik) susunun ise % 100 koruma
sagladig1 saptanmustir. Altili kombinasyondaki 5 antijenin toplam dozu ise 2.25 ml. olarak
belirlenmistir.

Anahtar sozciikler : Clostridium, kombine as1

(*) Bu galisma, Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirligi (TAGEM) tarafindan
desteklenmistir. Proje No : TAGEM /HS /02/14/01/ 80



Experimental production of combined Clostridial vaccines

Summary: In this study, the possible preperation of 6 combined polyvalent vaccine
was aimed by using the toxoids from cultures of 11 different Clostridial strains including CI.
perfringens type A, C, D, Cl. oedematiens type A, CI. septicum and CI. chauvoei. The toxoid
cultures were concantrated by using ultrafiltration system.

In order to determinate immunopotency of each strains in both monovalent and four
different 6 combined vaccine, 70 guinea pigs, 124 rabbits and 72 sheep were vaccinated in 21
days interval. In 10 ™ day after 2 " vaccination the amount of antitoxin level in the pooled sera
of vaccinated test animals were determined by toxin serum neutralization test ( TNT ) in
white mouse. The antitoxin levels were expected to be 2.5,5, 10 IU/ ml in both guinea pigs
and rabbits. They were expected to be 0.25,1,2.5 and 5 IU/ ml in sheep.

Potency of the vaccine produced with CI. chauvoei strain was measured in vaccinated
guinea pigs by challenge work.

The results revealed that sufficient amount of immunity was not obtained while
against two strains of Cl. perfringens type A, while protective values of CI. perfringens type
C (Silivri, Pendik ), CI. perfringens type D ( NCTC, 8346 ), Cl. oedematiens type A
( UK,Pendik) /( NCTC, 538 ), CI. septicum ( NCTC, 547 ) were found as 5-10,10> /10>, 2.5
— 5 TU/ ml, respectively. Vaccine prepared with Cl. chauvoei strains showed 100 %
protection.

The total dose of five antigens was 2.25 ml in 6 - combined vaccine.

Key words: Clostridium, combined vaccine.

GIRIS

Evcil hayvanlarda clostridial infeksiyonlar veya intoksikasyonlar oldukga sik
goriilmekte ve yiiksek mortalite ile seyretmektedir. Cl. perfingens Tip C, Tip D, Cl. septicum
ve Cl. oedematiens gibi etkenlerin neden oldugu intoksikasyonlarda klinik semptomlarin
gozlenmesine firsat kalmadan ani 6liimler goriilmesi, Clostridial intoksikasyonlarin kliniksel
olarak birbirinden ayirt edilmesinde laboratuvar tanisin1 gerekli kilmaktadir (4).

Laboratuvar tanisinin zaman almasi ve intoksikasyonlarin perakut seyirli olmasi etkili
bir sagaltima firsat vermez iken, sagaltim i¢in her tipe 6zgii antiserumlarla saglanacak olan
koruma veya terapi ancak kisa siireli olacagindan , Clostridial intoksikasyonlara karsi
korunmada agilar aracilig ile aktif bagisiklik ongoriilmektedir(4,19,25).

fIk calismalari 1900°li yillarin basina kadar giden kombine asi1 iiretimleri bugiin
hemen hemen her asinin baska bir as1 ile kombine edilebilirligi noktasina ulagsmistir. Kombine
as1 calismalarinda en 6nemli sorun antijenler arasi intra ve intermolekiiler rekabettir, ¢linkii
ayn1 antijenin farkli bolgelerindeki antijenik determinantlar arasinda veya iki ayr1 antijendeki
determinantlar arasinda; antijende bulunduklari pozisyon veya immun sistem tarafindan

islenis durumlarma goére dominantlik ortaya ¢ikmakta ve sonucta diger determinantlarin



immunojenik uyariminm1 baskilamaktadir. Burada antijenlerin, immun kompetan lenfoid
hiicrelerde bulunan reseptorlerle, yani antijenik determinantlar1 taniyan ve onlarla birleserek
tepkimeyi baslatan 6zel bolgelerle iliski kurma yetenegi belirleyici olmaktadir (21).

Ayni1 konuda Barr ve Llewellyn (2)’ e gore, antikor lireten sistemin, kombinasyondaki
her bir antijene kars1 sinirhi yetenekte olmasi, daha onemli bir problemdir. Oysa bagisiklik
icin antikor Ureten sistemin kombinasyondaki her bir komponente mutlak yanit vermesi
gerekmektedir.

Kombine asilarda antijenlerin birbirlerini baskilamasi ve stimiile etmesinin énceden
belirlenmesi zordur. Bu nedenle kombinasyon caligmalarinda korumay1 saglayacak antijenik
determinantlarin O6nceden iyi tespit edilmesi geregi ileri siiriilirken, bazi arastiricilarin
koyunlar iizerindeki arastirmalarina gore ; Corynebacterium pseudotuberculosis ile kombine
edilmis kombine Clostridial asida gerek Corynebacteri’ye karst korumada, gerekse
Clostridium’lara karsi korumada monovalan asilarla kiyaslandiginda antitoksin titrelerinde
herhangi bir diislise rastlanmamustir (8,19,20).

Evcil hayvanlarda kombine Clostridial asilarla saglanan bagisiklik diizeyi ve siiresi ile
ilgili olarak ¢ok sayida arastirma yapilmistir (9,15,16,17,24,29).

Kerry ve Craig (17), farkli dozlarin uygulanmasi ile 2 grup hayvan iizerinde yaptiklari
arastirmalarda yiiksek dozla (5+2 ml) asilanan koyunlarin diisiik dozla (3+2 ml) asilanan
koyunlara gore 5 kat daha yiiksek antitoksin titreleri eldesini miimkiin kildigimi
gozlemlemislerdir. Yiiksek dozla asilanmis annelerden dogan kuzularin ise annelerine gore 8
kat daha ytiksek antitoksin titrelerine sahip olduklar1 ayr1 bir gézlemdir. Yapilan bagka bir
calismada, kombine ags1 ile bagisik kilinmis annelerden dogan kuzularda 5-100 IU/ml
diizeyinde B, 5-20 IU/ml diizeyinde ¢ antitoksinin goriildiigii ve kuzularda oldugu gibi aktif
olarak bagisik kilinmig annelerden dogan buzagilarin da kolostrum araciligi ile korundugu
bildirilmektedir (16).

Clarkson ve ark. (6), polivalan Clostridial asilarla hiperimmunize edilmis sigirlardan
alman kolostrum ile beslenen annesiz veya zayif dogan kuzularin pasif bagisiklik saglanma
sonucu korunabileceklerini gdstermislerdir.

Clostridial antijenlere karsi, asiya katilan adjuvanta bakilmaksizin, antitoksin
titrelerinin hayvan tiirlerine gore farkliliklar gosterdikleri bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
tavsanlarda Cl. perfringens [ ve ¢ antitoksin diizeyleri koyunlara gore yiliksek bulunurken ,
Cl. septicum antitoksin diizeyinin her iki tiir hayvanda ayni oldugu , Cl. oedematiens

antitoksin titresinin ise koyunlarda oldukca yiiksek bulundugu bildirilmektedir (9,24). Bu



degisimlere ragmen Clostridial asilarda tavsanin genel olarak test hayvani secilis nedeni ise;
tavsan kan serumu antitoksin titreleri arasinda biiyiik varyasyonlarin olmayisindandir.

Bagisiklik a¢isindan giiglii bir Clostridial asi1 iiretebilmenin 6n kosullarindan en
onemlisi yiiksek titrelerde toksin tiretebilmektir. Toksin iiretiminin ise ; kullanilan susun
genetik olarak toksin iiretebilme yetenegine sahip olusuna, liretim vasatinin kompozisyonuna ,
pH> nin otomatik kontroliine ve inkubasyon siiresine bagli oldugu bir c¢ok literatiirde
bildirilmistir. (3,11,13).

Gilintimiizde Clostridial asilar yaygin olarak kullanilmaktadir. Yurdumuzda da bu
amagla kamu ve 0Ozel sektdr tarafindan {retilen veya ithal edilen asilar sahada
uygulanmaktadir. Kamu kurumlarimizca {iretilen asilarin bivalan ve monovalan oluslari,
Clostridial intoksikasyonlara saha sartlarinda ayiric1 taninin konulamamasi ve ender de olsa
kimi intoksikasyonlarin multi-Clostridial tabiatta olma olasiliklari, uygulanan asiya 6zgii
profilaksinin saglanip saglanamadig1 konusunda sahada haksiz tereddiitlere neden olmaktadir.

Tiim yukaridaki nedenlerin disinda, giinlimiizde monovalan as1 uygulamasimin multi-
Clostridial bir profilaksi saglayamayis1 ve ekonomik olmamasina karsin (20,22), kombine
hazirlanan asilarin koyun ve sigir Clostridial intoksikasyonlari ile anaerob etkenlere bagli bazi
sigir ve koyun mastitislerine karsi da koruma saglamasi (4),liretim ve uygulama maliyetinin
daha diisiik olmas1 hayvancilik ekonomisine art1 bir deger olarak yansiyacaktir.

Yukarida agiklanmaya calisilan nedenlerden dolayi, bu ¢alisma ile deneysel diizeyde

6’1 kombine Clostridial as1 tiretimi amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Bu projenin laboratuvar caligmalar1 Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii Anaerob Unitesi’nde gerceklestirildi.

Zararsizlik calismalar1 Enstitii’de bulunan sigir (Samsun yerli 1rk), koyun ( Merinos
kirmasi, Tahirova kirmasi, Ivesi kirmasi, Kivircik kirmasi ), kobay( kisa tiiylii albino —
Ingiliz)ve beyaz farelerde( Balb C) vyapildi. Bagisiklik ¢alismalar1 Enstitii tavsan ( Yeni
Zellanda), kobay ve koyunlar: ile géniillii bir koyun siiriisiinde ( Saf Tahirova — Inanli
TIGEM orjinli- Silivri/ISTANBUL) tamamlandi. Hazirlanan 6’l1 kombine asinin sigirlarda
etkinligini gozlemlemeye yonelik saha calismasi ise TIGEM’ e bagh Atatiick Tarim
Isletmesi’nde (Yalova) gerceklestirildi.



Materyal

Deney Hayvanlari
A) Zarasizhk Cahsmalari igin; : 4 adet sigir, 4 adet koyun, 30 adet kobay, 30 adet beyaz
fare kullanildu.

B) Bagisiklik Calismalari I¢in;

124 adet tavsan, 70 adet kobay, 72 adet koyun, (Bu koyunlarin 24 adeti Enstitii
koyunlarindan, 48 adeti goniilli siirii koyunlarindan olusmaktadir), 30 adet sigir , yeterli
sayida beyaz fare kullanildi.

Boylece tiim caligsmalar i¢in 34 sigir, 76 koyun , 124 tavsan, 100 kobay ve yeterli
sayida beyaz fare kullanildi.

As1 Uretiminde Kullanilan Clostridial Suslar

Deneysel amagli as1 iiretiminde kullanilacak olan yerli ve yabanci suslar igerisinden
toksin titreleri yiiksek olanlar kombine as1 hazirlanmasi1 amaciyla se¢ildi.Bu suslar sunlardi:
Clperfringens  tip A (107),Pendik; Cl.perfringens tip A, NCTC (8237),ingiltere;
Cl.perfringens tip C, (Silivri), Pendik; Clperfringens tip C, NCTC(3180),Ingiltere;
Cl.perfringens tip D, (Afrika ),Pendik; Cl.perfringens tip D, NCTC (8346),Ingiltere
Cl.oedematiens tip A, (UK),Pendik; Cl.oedematiens tip A, NCTC(0538),Ingiltere;
Cl.septicum (VS-54), Pendik; Cl.septicum NCTC (547), ingiltere; Cl.chauvoei , (Yerli 20 no’
lu sus), Pendik .

Besiyeri ve Soliisyonlar

Calisma siiresince, deneysel amacgli as1 liretimi ve kontroliinde kiymali buyyon,
Tarrozi vasati, TGY buyyon, Toksin iiretim buyyonu, Ardehalli vasati(1), RCM vasati,
Glukoz (%50), NaOH (5N), Trypsin, Aliminyum hidroksit, Fenol, Toksin sulandirma sivisi,
sivi thioglycollate buyyon (FTM), tryptic soya buyyon (TSB), sivi sabouraud buyyon,
sabouraud dextrose agar, PPLO agar, PPLO buyyon kullanildi.



Metot

Deneysel Uretim Cahsmalar

1.Asama: Kombine as1 hazirlamak amaci ile dncelikle her sus, laboratuvarda kendine 6zgii
vasat ve pH kosullarinda tiretilerek kiiltiirlerinden toksin titrasyonu yapildi.

Titrasyon, Cl. perfringens tip A’ da alfa toksini, CI. perfringens tip C’ de beta toksini,
Cl.perfringens tip D’ de epsilon toksini,Cl.oedematiens tip A’ da alfa toksini ve CI
septicum’da alfa toksini yOniinden filtre edilmis kiiltlir siipernatantlar1 ile beyaz farelerde
yapilarak, minimal letal doz (MLDsy/ ml) degerleri saptandi. Cl. chauvoei titrasyonu ise
anaerob kosullarda Colombia kanli agarda koloni sayilarak (cfu) hesaplandi.

2.Asama : Titrasyona alinan kiiltiirlerden Cl.perfringens tip A, Cl. oedematiens tip A, Cl.
septicum ve Cl. chauvoei kiiltiirlerine % 0,6 ; Cl. perfringens tip C ve tip D kiiltiirlerine % 0,8
oraninda formol katilarak inaktivasyona alindilar. Inaktivasyon siiresi Cl. perfringens tip A,
tip C, tip D ve Cl.septicum’ da 7 giin , Cl.oedematiens tip A’ da 7-10 giin iken Cl. Chauvoer’
de ise 3 giin oldu. Inaktivasyon siiresi tamamlanan kiiltiirlerden Cl.perfringens tip C, tip D,
Cl.oedematiens tip A ve Cl. septicum kiiltiir siipernatantlar1 detoksifikasyon kontrolii amacl
olarak farelere derialt1 (SC) injekte edilerek 7 giin siire ile gézlemlendiler. Cl. perfringens tip

A siipernatanti ile Cl. chauvoei kiiltiiriiniin detoksifikasyon kontrolii ise kobaylarda yapildu.

Inaktif Kiiltiirlerin Ultrafiltrasyonu

Toksin titreleri belirlenen suslar formol ile inaktive edilerek +4/ +8 °C’ de saklandilar.
Cl. chauvoei hari¢ tiim diger kiiltiirler sirasi ile 5, 1.2 ve 0.2 um’ lik filtrelerden gegirilerek
prefiltrasyon islemine tabi tutuldular. Ultrafiltrasyon cihazi (VIVAFLOW 200,
SARTORIUS , Gottingen/GERMANY) ile 10.000 — 30.000 dalton biiyiikligli arasindaki
molekiiller filtre edilmek suretiyle, kiiltiir 3 kat konsantre edilerek hacmi 900 ml.’den 300
ml.’ye indirgendi. Bu yontem ile (Me.l) konsantre edilen toksoidler asiya doniistiiriilerek

monovalan asilar hazirlandi. Hazirlanan agilar Toksoid (T) asilar olarak tanimlanda.

Hazirlanan monovalan agilardaki toksin titre degerleri dikkate alinarak belirli
hacimlerde birlestirilmek suretiyle 2 farkli 6’11 as1 kombinasyonu olusturuldu. Olusturulan 2
paralel as1 kombinasyonu Kombi-A ve Kombi-B olarak tanimlandi. Kombi-A kombinasyonu
CL perfringens tip A (107) , CL perfringens tip C (Silivri) CL. perfringens tip D (8346), CL
oedematiens tip A (UK). CL septicum (VS-54), Cl. chauvoei (No:20) suslarindan olusurken;
Kombi-B kombinasyonu Cl. perfringens tip A (8237), Cl. perfringens tip C (3180), CL



perfringens tip D (AF) ), Cl. oedematiens tip A (538),Cl. septicum (547) ve Cl. chauvoei
(No:20) suslar ile olusturuldu.

Gerek Kombi-A gerekse Kombi-B karmalar1 ve bu karmalara giren monovalan
agilarla agilanan tavsanlardan yeterli diizeyde antitoksin vermeyen agilara ait suslarla kiiltiir ve
toksin tretimleri tekrarlanarak inaktivasyon islemlerini takiben Me.I’den farkli olarak
prefiltrasyon islemi sadece Spm.” lik kartuj ile filtre yapildi.

Boylece kismen purifiye edilen ana kiiltiirler Me.I’de belirtildigi gibi ultrafiltrasyon
islemine alinarak konsantre edildiler. Kismen purifiye edilen ana kiiltiirlerin konsantrasyon
islemi Me.Il olarak tanimlanip, elde edilen asilar Anakiiltiir Toxoid (AKT) ast olarak
tanimlandi. Me.Il ile hazirlanan monovalan asilarin olusturduklar1 kombinasyonlar ise
Kombi-X ve Kombi-Y olarak tanimlandi. Kombi-X ve Kombi-Y asilari, sus kompozisyonlari
itibar1 ile Kombi-A ve Kombi-B agilar1 ile ayn1 tutuldular. Boylece Kombi-A, Kombi-X ile
Kombi-B, Kombi-Y ile kombinasyondaki suslarin hacimsel paylar1 ile degilse de, sus
kompozisyonu ile ortiismekteydiler.

Kombi-X ve Kombi-Y bilesimine giren ve Me-II ile hazirlanmis asilarin gerek
monovalan ve gerekse kombinasyondaki bagisiklik sonuclari tekrarlanan tavsan asilamalar
ile yeniden ol¢iildii.

Bagisiklik olgiimlerinde Cl. perfringens tip C, tip D, Cl. oedematiens tip A ve CI.
chauvoei i¢cin Tarim Bakanlig1 Koruma Kontrol Genel Miidiirliigiinitin belirledigi limitler esas
alind1 (26, 27, 28). Cl. perfringens tip A ve Cl. septicum i¢in ise British Veterinary Codex (5)
degerleri esas alind1.

Adjuvant Katilmasi

Bakteri ve aktif toksin igermedigi saptanan tiim anakdiltiir ve toksoidlere % 10’luk
steril aliminyum hidroksit solisyonundan % 12 oraninda katilirken, Cl. oedematiens tip A
toksoidine ayni adjuvanttan % 20 oraninda katildi.. Sonrasinda 9% 80’lik steril fenol
sollisyonundan % 0,3 oraninda katilarak, pH’ lar1 6,5’e ayarlandi.

Cl. perfringens tip A, tip C, tip D ve Cl. septicum asilar1 oda 1sisinda 3 giin , CI.
oedematiens tip A ve Cl. chauvoei asilar1 ise 2 giin ayni1 sartlarda birakildi ve zaman zaman
karistirilarak adjuvanta adsorbe edildi. Uretilen asinin aerobik ve anaerobik bakteri,
Mycoplasma ve mantar yoniinden kontrolleri Tarim Bakanligi Koruma Kontrol Genel
Miidiirliigii As1 Uretim Protokollerine gore yapildi. Asinin zararsizlik kontrolii ise Enstitii

koyun, kobay ve beyaz farelerinde yapildi.



Bagisikhik Kontrolii

CL Perfringens tip A, C, D ve Cl. septicum antitoksin diizeylerinin belirlenmesi amaci
ile her bir monovalan as1 i¢cin 6 adet tavsan, monovalan asilar ile olusturulan 6’l1
kombinasyonlar i¢in 10’ar adet tavsan, Cl. oedematiens tip A ve Cl. chauvoei asilarinin
bagisiklik diizeylerini belirlemek i¢in ise gerek monovalan asilar ve gerekse kombine asilar
i¢cin 10’ar adet kobay asilandi.

Asilanan tavsanlardan ve Cl.oedematiens tip A antitoksin titresinin Gl¢limii igin
asilanan kobaylardan alinan kanlarin serumlari ayrilarak, bu serumlar TNT ile degerlendirildi.
Tiim serumlarda oncelikle 2,5 IU/ml.diizeyinde antitoksin varlig1 arandi.

Serum antitoksin titrelerinin belirlenmesinde Enstitii Anaerob Unitesince énceden letal
( L +) degeri belirlenmis olan Cl. Perfringens tip A a , ClL. Perfringens tip C B, Cl. Perfringens
tip D g, Cl. septicum a ve Cl. oedematiens tip A a standart toksinleri kullanildi.

CL. chauvoei’ de bagisikligin Olciilmesi ise kobaylarda, asi susunun 24 saatlik
kiiltiirintin  epriivasyonu ile yapildi. Koyunlarda yiiriitiilen bagisiklik calismalar: ise sadece
6’1 kombine asilarla gergeklestirilip koyun serumlar1 antitoksin diizeyleri tavsan serumlarinda

oldugu gibi TNT ile ol¢iildii.

BULGULAR

Calismada asagida bildirilen 6 farkh tiirde, 11 degisik tip sus ile iiretilen kiiltiirler, CI.
chauvoei kiiltiirleri hari¢ 2 farkli prefiltrasyon metodunu takiben ultrafiltrasyon ile konsantre
edilerek 10 adet monovalan ve 4 farkli kombinasyonda 6’11 kombine as1 (Kombi A,-B,-X,-Y)
iiretildi. Uretilen asilarin monovalan ve kombine halde zararsizlik, sterilite, potens ve doz
tespiti arastirmalar1 yapildi. Calisilan suslar ve bu suslarla ilgili toksin titrasyon sonuglari

Tablo 1’de Ozetlenmektedir

Tablo 1: Deneysel As1 Uretiminde Kullanilan Suslar ve Toksin Titrasyon Degerleri

Antijen KS TT To. T
Sira No (MLD 5¢/ml.)
1 Cl.perf.tip A (107) o 1/5-1/25

2 Cl.perf.tip A (NCTC,8237) « 1/100 - 1/200

3 Cl.perf.tip C (Silivri) B 1/1000 - 1/2000
4 Cl.perf.tip C (NCTC,3180) B 1/4000 - 1/8000
5 Cl.perf.tip D (Afrika) € 1/2000 - 1/4000
6 Cl.perf.tip D (NCTC,8346) ¢ 1/2000 - 1/4000
7 Cl.oed. tip A (UK) a 1/4000 - 1/8000
8 Cl.oed. tip A (NCTC,538) «a 1/4000 - 1/8000



9 Cl.septicum (VS54) o (AH,BH,CH,DH,01,02) 1/200 - 1/400

10 Clsepticum (NCTC,547) o (AH,BH,CH,DH,01,02) 1/400 - 1/800
11 Cl.chauvoei(Pendik,n0:20) O ve H Antijenleri 3x10% cfu
KS: Kullanilan suslar, TT: Toksin tiiri, To.T: Toksin titrasyonu

Toksin titrasyonlar1 belirlenen suslara ait kiiltiirler formol ile inaktive edilerek,
inaktivasyon siiresi sonunda deney hayvanlarinda detoksifikasyon, besiyerlerinde sterilite

kontrolleri yapildi. Sonuglar agsagida tablo 2’de 6zetlenmektedir.

Tablo 2: Inaktivasyon islemi ve sonuglari

Antijen iFO is DHDK BSK

Sira No Sonug¢
1 %0.6 7 Giin 2 ml.( Kobay,s.c.) 7 Giin +
2 %0.6 7 Giin 2 ml.( Kobay,s.c.) 7 Giin +
3 %0.8 7 Glin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Glin +
4 %0.8 7 Giin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Giin +
5 %0.8 7 Glin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Glin +
6 %0.8 7 Giin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Giin +
7 %0.6 10 Giin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Glin +
8 %0.6 10 Giin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Giin +
9 %0.6 7 Glin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Glin +
10 %0.6 7 Giin 0.5 ml.(Fare,s.c.) 7 Giin +
11 %0.6 3 Giin 2 ml.(Kobay,s.c.) 7 Giin +

IFO :inaktivasyondaki formol orani, IS: Inaktivasyon siiresi, DHDK: Deney hayvanlarinda
detoksifikasyon kontrolii, BSK:Besiyeri sterilite kontrolii

Inaktivasyon ve detoksifikasyon islemleri tamamlanan kiiltiirlerden Cl.chauvoei
disindakilerin tiimii Me.I’ e gore prefiltrasyon iglemini (5, 1.2 ve 0.2 um.” lik kartuj filtreler
ile) takiben ultrafiltrasyon ile konsantre edildi.

Me.I’ e gore konsantre edilen asilar toksoid formunda olduklar1 i¢in, Toksoid (T) asilar
olarak tanimlandilar. Bu yontemle iiretilen kombine asilar Kombi A ve Kombi B asilar1 olarak
isimlendirildiler.

Kombi A ve Kombi B 6’1 karma asilarla, bu asilarin bilesimine giren monovalan

asilarin deney hayvanlarindaki bagisiklik sonuglar1 agagida tablolar halinde 6zetlenmektedir.



Tablo 3:Me.I © e gore iiretilen monovalan agilarin deney hayvanlarindaki bagisiklik sonuglari

Antijen AS AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

1 Cl.perf.tip A (107) T 6 Tavsan 0.6ml. 0-25

2 Clperf.tip A (NCTC,8237) T 6 Tavsan 0.75ml. 0-2.5

3 Cl.perf.tip C (Silivri) T 6 Tavsan 045ml. 0-2.5

4 Cl.perf.tip C (NCTC,3180) T 6 Tavsan 03ml. 0-25

5 Cl.perf.tip D (Afrika) T 6 Tavsan 03ml. 0-25

6 Cl.perfitip D (NCTC,8346 ) T 6 Tavsan 045ml. 0-2.5

7 Cl.oed. tip A (UK) T 10 Kobay 0.3ml. 10>

8 Cl.oed. tip A (NCTC,538) T 10 Kobay 0.3ml. 10>

9 Cl.septicum (VS 54) T 6 Tavsan 045ml. 0-2.5

10 Cl.septicum (NCTC,547) T 6 Tavsan 0.45ml. 5-10

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 10 Kobay 0.75 ml. % 100 Koruma

AS: Asi susu, AF: As1 formu, ADHS: Asilanan deney hayvani sayisi, AD: As1 dozu,
BS: Bagisiklik sonucu

Tablo 4: Me.l ’ e gore liretilen 6’11 kombine asilarin (Kombi A ve B) deney hayvanlarindaki
bagisiklik sonuclar

Antijen Kombi A’ daki As1 Susu AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

1 Cl.perf.tip A (107) T 10 Tavsan 0.6ml. 0-2.5

3 Cl.perf.tip C (Silivri) T 10 Tavsan 0.45ml. 0-2.5

6 Cl.perf.tip D (NCTC,8346 ) T 10 Tavsan 045ml. 0-2.5

7 Cl.oed. tip A (UK) T 10 Kobay 0.3 ml. 10>

9 Cl.septicum (VS 54) T 10 Tavsan 045ml. 0-2.5

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 10 Kobay 0.75 ml. % 100 Koruma
Total Doz: (2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml.

Antijen Kombi B’ deki As1 Susu AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

2 Cl.perfitip A (NCTC,8237) T 10 Tavsan 0.75ml. 0-2.5

4 Cl.perf.itip C (NCTC,3180) T 10 Tavsan 03ml. 0-25

5 Cl.perf.tip D (Afrika) T 10 Tavsan 03ml. 0-2.5

8 Cl.oed. tip A (NCTC,538) T 10 Kobay 0.3ml. 10>

10 Cl.septicum (NCTC,547) T 10 Tavsan 045ml. 2.5-5

11 Cl.chauvoei (Pendik,n0:20) AKT 10 Kobay 0.75 ml. % 100 Koruma
Total Doz: (2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml

AS: Ast susu, AF: As1 formu, ADHS: Asilanan deney hayvani sayisi, AD: As1 dozu,
BS: Bagisiklik sonucu
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Bu proje ile 6’11 kombine bir aginin deneysel bazda tiretimi amacglandigindan Me.I’ e
gore hazirlanan her iki kombinasyonda da asgari 2.5 IU/ml. diizeyinde bagisiklik vermesi
hedeflendi. Yeterli diizeyde bagisiklik vermeyen bir tiire ait sus ciftleri ( Cl.perf. tip A ,
Cl.perf. tip C ve Cl.perf. tip D ) yeniden kiiltiire edilerek inaktivasyon sonrasi sadece 5 um.’
lik kartuj filtreden stizdiiriilerek prefiltrasyon islemi degistirildi. Prefiltrasyonu takiben ilk

tiretimlerinde oldugu gibi kiiltiirlerin ultrafiltrasyan iglemi ile konsantrasyonlar1 saglandi.

Bu ii¢ ¢ift susg ile hazirlanan asilar anakiiltiir toksoid (AKT) formunda olduklarindan
ve yeniden hazirlanan kombinasyonlarda monovalan as1 oranlarinda degisiklige gidildiginden,
yeni kombinasyonlar Kombi X ve Kombi Y olarak isimlendirildi. Kombi X ve Kombi Y
asilar1 sus kompozisyonlar1 itibar1 ile Kombi A ve Kombi B karmalar ile ortiisiirken

bilesenlerin paylar itibar1 ile degisiklikler gdstermektedirler.

Kombi X ve Kombi Y 6’l1 karma asilarla bu asilarinin bilesimine giren monovalan
asilarin deney hayvanlarindaki bagisiklik sonuglar1 asagida tablolar halinde 6zetlenmektedir.

Tablo 5: Me.l (T) ve Mell (AKT)  ye gore iiretilen monovalan asilarin deney
hayvanlarindaki bagisiklik sonuglari

Antijen AS AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

1 Cl.perf.tip A (107) AKT 6 Tavsan 0.75 ml. 0-2.5

2 Clperf.itip A (NTCT,8237) AKT 6 Tavsan 0.75 ml 0-2.5

3 Cl.perf.tip C (Silivri) AKT 6 Tavsan 0.45 ml. 25-5

4 Cl.perf.tip C (NTCT,3180) AKT 6 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

5 Cl.perf.tip D (Af) AKT 6 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

6 Cl.perf.tip D (NTCT,8346) AKT 6 Tavsan 0.45 ml. 10>

7 Cl.oed. tip A (UK)) T 10 Kobay 0.3 ml. 10 >

8 Cl.oed. tip A (NTCT,538 ) T 10 Kobay 0.3 ml. 10 >

9 Cl.septicum (VS 54) T 6 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

10  Clsepticum (NTCT,547) T 6 Tavsan 0.45 ml. 5-10

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 10 Kobay 0.6 ml. % 100 Koruma

AS: Asi susu, AF: As1 formu, ADHS: Asilanan deney hayvani sayisi, AD: As1 dozu,
BS: Bagisiklik sonucu
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NOT: As1 dozunun 2/3°1 ilk uygulamada, 1/3’1i ise 21 giin sonraki ikinci uygulama ile
deney hayvanlarina injekte edildi. As1 uygulamasi Cl .chauvoei i¢in ise tek injeksiyon olarak
yapildi.

Tablo 6: Me.I (T) ve Me.ll (AKT) ‘ye gore iiretilen 6’11 kombine asilarin (Kombi X ve Y)
deney hayvanlarindaki bagisiklik sonuglari

Antijen  Kombi X' teki As1 Susu AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

1 Cl.perf.tip A (107) AKT 10 Tavsan 0.75 ml. 0-2.5

3 Cl.perf.tip C (Silivri) AKT 10 Tavsan 0.45 ml. 5-10

6 Cl.perfitip D (NCTC,8346)  AKT 10 Tavsan 0.45 ml. 10>

7 Cl.oed. tip A (UK) T 10 Kobay 0.3 ml. 10>

9 Cl.septicum (VS 54) T 10 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

11 Cl.chauvoei (Pendik,no0:20) AKT 10 Kobay 0.6 ml. % 100 Koruma
Total Doz:(2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml
Antijen Kombi Y' deki As1 Susu AF ADHS AD BS (IU/ml.)
Sira No

2 Clperf.tip A (NCTC,8237)  AKT 10 Tavsan 0.75 ml. 0-25

4 Cl.perfitip C (NCTC,3180)  AKT 10 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

5 Cl.perf.tip D (Afrika) AKT 10 Tavsan 0.45 ml. 0-2.5

8 Cl.oed. tip A (NCTC,538) T 10 Kobay 0.3 ml. 10>

10 Cl.septicum (NCTC,547) T 10 Tavsan 0.45 ml. 25-5

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 10 Kobay 0.6 ml. % 100 Koruma
Total Doz:(2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml

AS: Asi susu, AF: As1 formu, ADHS: Asilanan deney hayvani sayisi, AD: As1 dozu,
BS: Bagisiklik sonucu

Koyunlardaki bagisiklik calismalar1 24 adet Enstiti ve 48 adet gonilli siiri
(Silivri/Istanbul) koyunlarinda yiiriitiildii.

Enstitli koyunlarimin 12’si ve goniillii siirli koyunlarinin 24’ Kombi X ile, kalan yaris1
da Kombi Y ile 21 giin aralikl1 olarak asilandilar. II. agilamadan 10 giin sonra siiriilerdeki her
bir kombinasyonla asili 6’sar koyundan tesadiifi 6rnekleme ile kan alinarak serumlari ayrild.
Serumlarda sirast ile 0.25, 1, 2.5 ve 5 IU/ml. diizeylerinde antitoksin varligt TNT ile

arastirildi. Her iki siiriiye ait sonuglarin ortalama degerleri Tablo 7 ve 8’de verilmektedir.
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Tablo7: 6’11 Kombi X asisinin koyun bagisiklik sonuglari

Antijen Kombi X' teki As1 Susu AF AKS AD BS (IU/ml.)
Sira No

1 Cl.perf.tip A (107) AKT 12/36 0.75 ml. 0-0,25

3 Cl.perf.tip C (Silivri) AKT 12/36 0.45 ml. 25-5

6 Cl.perf.tip D (NCTC,8346)  AKT 12/36 0.45 ml. 5>

7 Cl.oed. tip A (UK) T 12/36 0.3 ml. 25-5

9 Cl.septicum (VS 54) T 12/36 0.45 ml. 5>

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 12/36 0.6 ml. % 100 Koruma
Total Doz: (2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml.

AF: As1 formu, AKS: Asilanan koyun sayisi, AD: Ast dozu, BS: Bagisiklik sonucu

Tablo 8: 6’11 Kombi Y asisinin koyun bagisiklik sonuglari

Antijen Kombi Y' deki As1 Susu AF AKS AD BS (IU/ml.)
Sira No

2 Cl.perfitip A (NCTC,8237) AKT 12/36 0.75 ml. 0-0.25

4 Cl.perf.tip C (NCTC,3180) AKT 12/36 0.45 ml. 0.25-1

5 Cl.perf.tip D (Afrika) AKT 12/36 0.45 ml. 25-5

8 Cl.oed. tip A (NCTC,538) T 12/36 0.3 ml. 25-5

10 Clsepticum (NCTC,547) T 12/36 0.45 ml. 5>

11 Cl.chauvoei (Pendik,no:20) AKT 12/36 0.6 ml. % 100 Koruma
Total Doz : (2+1 ml., 21 giin ara ile) 3 ml.

AF: As1 formu, AKS: Asilanan koyun sayisi, AD: Asi dozu, BS: Bagisiklik sonucu

Arastirmada elde edilen sonuglar dogrultusunda Cl. Perfringens tip A suslar1 harig,
diger sus ciftlerinin en az birisinde yeterli (2.5 IU/ml.) veya yeterli diizeyin istiinde bir
bagisiklik seviyesinin eldesi ile 6’li anaerob kombinasyon i¢in 5 antijenin varligi
belirginlesmistir. Bunlar ; 3, 6, 10 ve 11 no’ lu antijenler ile 7 veya 8 no’ lu antijenlerden biri
olup, tavsandaki kombine as1 sonucglarina gdére bu antijenler icin sirast ile 5-10, 10>, 2.5-5,
10> veya 10> IU/ml. degerleri ve 11 no’ lu antijen olan Cl.chauvoei’ deki % 100 koruma
elde edilmistir. S6z konusu 5’ 1i kombinasyonun total dozu 2,25 ml.’dir. Kombi X ve Kombi
Y karmalarmin her biri TIGEM’ e bagli Atatiirk Tarim Isletmesi’ ne ait 30 adet siit sigirinda
15 erli 2 grup halinde deneysel olarak 5 cc.’ lik tek bir doz ile s.c. uygulandilar. Bu ¢aligma

salt gdzlem amacli oldugu i¢in sigir kanlar1 antitoksin diizeyleri yoniinden arastirilmadi.
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TARTISMA

Degisik kombinasyon denemeleri ile bilesime giren komponentlerden Cl. perfringens
tip A suslar1 disindaki tiim diger sus ciftlerinin en az birisiyle yeterli bagisiklik elde edildi. Cl.
perfringens tip A suslar1 ile hazirlanan monovalan ve kombine formlu asilarin bagisiklik
denemelerinin hi¢ birinde asgari diizeyde de (0.25 IU/ml.) olsa a-antitoksininin varligi
saptanamadi. Cl. perfringens tip A ile ilgili sonuglar1 dogrular nitelikte Isopolatovskaya (14),
arastirmalarinda koruyucu antikorlarin goriilmedigini, giiglii bir bagisiklik elde edemedigini,
ancak asili hayvanlarda gelismis bir direncin varligina isaret etmektedir. Cl.perfringens tip A
ile ilgili olarak arastiricilar, susun, antijen liretim kosullarinin ve as1 dozunun 6nemli oldugu
noktasinda birlesirken, verilen immun yanitin yeterliligi konusunda bir fikir birligi
saglayamamaktadirlar (14, 30).

Me.Il’ ye gore iiretilen asilarin (AKT asilar) dozlarindaki ¢ok kiiclik artislar (0.3
ml.’den 0.45ml’ ye varan) sonucu Cl. perfringens tip C (Silivri), Cl. perfringens tip D (8346)
suslar ile tavsanlarda giiclii antitoksin degerleri elde edildi. Ancak bu degerlerin inaktif
kiiltiirin prefiltrasyon islemindeki degisimden kaynaklandigi sonucu ¢ikarilmamalidir, zira
Me.I’ e gore konsantre edilen inaktif kiiltiirlerin bir paraleli Me.Il’ ye goére konsantre
edildiginde yeterli bagisiklik saglamadiklar1 gozlemlendi, fakat bu goézlem sonuglara
yansitilmadi. Bu nedenlerle CI. perfringens tip C ve tip D sus ¢iftleri yeniden kiiltiire edilerek
inaktivasyon sonrast Me.Il’ ye gore konsantre edilip, hazirlanan asilarin dozlarindaki ¢ok
kiiciik degisikliklerle yeniden potens testine alindilar (Tablo: 6, 7 ve 8).

Cl.perfringens tip C ve tip D monovalan ve kombine formlu asilariyla asilanan
tavsanlarda, B antitoksini kombinasyonda monovalan formuna goére 2 kat daha giiclii degerde
(5-10 IU/ml.) bulundugu halde, & antitoksini titresi, monovalan ve kombine formda 6Slgiilen
degerler itibari ile bir degisiklik gdstermemektedir.

Piirtifiye toksoid Cl. oedematiens tip A asilarinda, gerek monovalan ve gerekse
kombine formlarla asilanan kobaylardaki a antitoksini diizeyi, ayn1 degerlerde (10 IU/ml.> )
saptandi.

Cl. septicum (NCTC 547) piriifiye toxoidi ile hazirlanan asilarda ise monovalan
formu kombinasyondaki formuna gore tavsanda 2 kat daha giiclii a-antitoksini (5-10 IU/ml.)
titresi olusturdu.

Cl. chauvoei ile hazirlanan AKT asis1 monovalan ve kombine formdaki kobay

bagisiklik denemelerinin tiimiinde %100 koruma ile stabil bir bagisiklik sagladi.
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Yukaridaki deney hayvanlarinda gozlenen bagisiklik sonuglarindaki dalgalanmalar
dikkate alindiginda, elde edilen sonuclar Cl. perfringens.tip C ve Cl. chauvoei asilarina
tepkimeler yoniinden Sterne ve ark. (24)’nin elde ettigi sonuglarla Ortiismekte, CI.
perfringens tip D ve Cl. septicum sonuglari ile kismen uyumsuzluk gostermektedir.

Cl. oedematiens tip A ile ilgili bagisiklik ¢aligmalart bir ¢ok literatiirde (1, 8, 10, 24)
tavsanlar lizerinde yiiriitiildiigii ve kobaylarda monovalan ve kombine formda karsilastirilmali
olarak test edilmedigi i¢in, bu arastirmada elde edilen sonuclar1 kiyaslamak miimkiin
olmamakla beraber, genelinde tavsan titreleri kobay titrelerine gdre 3-10 kat daha diisiik
cikmaktadir (31).

6’1 kombine as1 denemelerinin deney hayvanlari (tavsan, kobay) ve koyunlarda elde
edilen sonuglar1 karsilastirildiginda Cl perfringens tip A komponentinin gerek tavsanlarda
gerekse koyunlarda Olgiilebilir diizeyde dahi antitoksin titresi olusturmadigi belirlendi. Bu
durumun olast nedeni, genelde letal giicli, hemolitik giicline gore daha zayif olan alfa
toksininin, antijenik dahi olsa, toksoid hale gectiginde antijenisitesindeki azalmadan
kaynaklaniyor olmasi olabilir (23).

Kombinasyondaki Cl perfringens tip C, ClI perfringens tip D, Cl. oedematiens tip A
astlarinin deney hayvanlari ile koyun bagisiklik sonuglari karsilastirildiginda Cl perfringens
tip C (Silivri) B antitoksini, Cl perfringens tip D (8346) ¢ antitoksini, Cl. oedematiens tip A
(UK ve NCTC 538 suslar1 ) o antitoksini degerleri, koyun serumlarinda siras1 ile 2 , 2 ve en
az 4 kat titre diisiisleri gostererek 2.5-5, 5> ve 2.5-5 IU/ ml. diizeyine inmislerdir.

ClI septicum sus ciftlerinin koyun bagisiklik sonuglarinin tavsan bagisiklik sonuglarina
gore 2 kat yiiksek cikarak 5 IU/ ml.> degere ulastig1 saptandi. Ayni tarzda tavsanlarda
bagisiklik vermeyen CI perfringens tip D (AF) susu koyunlarda 2.5-5 IU/ ml. degeriyle
bagisiklik verdi.

ClL. chauvoei’ nin koyun bagisiklik Ol¢iimleri yapilmadigindan, degerlendirmeler
kobay epriivasyon testleri ile sinirlandirilmistir. Crichton ve ark.(7), kobay bagisiklig: ile
koyun bagisiklig1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir.

Yukaridaki sonuglar gerek bu suslara ait dl¢iilen toksin ve antitoksin degerleri, gerekse
monovalan ve kombine formlar arasindaki titre degisimleri agisindan bir¢ok aragtiricinin ( 1,
8,10, 12, 18, 31 ) bulgular ile biiyiik dl¢iide ortiismektedir.

Bazi arastirmacilar (9, 24) koyun ve tavsanlar iizerinde kombine asilarla yaptiklari
karsilagtirmali denemelerde B ve € antitoksin degerlerinde 3-10 kata varan disiisler
gozlemlemislerdir. Ancak Cl. septicum ve Cl. oedematiens koyun antitoksin degerlerinin

tavsan degerlerine gore diisiik ¢ikmasinin nedenini agiklayamamaktadirlar. Sterne ve ark.
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(24), kombine asilardaki her bir antijenin bagisiklik diizeyinin monovalan formdaki diizeye
gore diisiik oldugunu ve bu dalgalanmalarin kiiciik deney hayvanlarindan biiyiik evcil
hayvanlara dogru (fare, tavsan, kobay, koyun) bir azalma gosterdigini bildirmektedirler.

Kombine agilarla ilgili olarak tiim literatiirlerde vurgulanan Cl. chauvoei
komponentinin monovalan ve kombine formlarindaki antijenitesinin degismedigine dair
bilgiler bu calismada elde edilen sonuglarla uyumludur.

Literatiirlerce hedef hayvandaki (koyun, kec¢i) koruyucu minimal antitoksin degerleri
struck ve kuzu dizanterisi’nde 0.1- 0.15 IU/ml.p, pulpey kidney’de 0.2 IU/ml.g, enfeksiyoz
nekrotik hepatitis’de 0.2 IU/ml.a, bradzot’da 0.4- 0.5 IU/ml.a olarak literatiirlerce kabul
gormektedir (12, 15, 16, 31). Yukandaki veriler 1s1g¢inda Kombi X ve Kombi Y ile asili
koyunlarda (Tablo 7 ve 8) CI perfringens tip A asis1 disindaki tiim diger asilarda korunma
saglandig1 sonucu ¢ikmaktadir.

Kombine asilarla ilgili denemelerde lokal asi reaksiyonlari normal sinirlar igerisinde
kalmis olup genel reaksiyonlar ise gdzlemlenmemistir.

Her iki koyun siirlisiniin asilanmasindan 1 yil, sigirlarin agilanmasindan ise 3 ay
gecmesine ragmen silipheli bir Clostridial infeksiyona rastlanmamastir.

Bes antijen iceren kombine Clostridial as1 deneysel olarak iiretilmeye c¢alisilmis ve
yeterli bagisiklik sagladig belirlenmistir. Gelecekte, endiistriyel diizeyde iiretimi saglanarak,

asilamanin yurt genelinde yayginlastirilmasi diisiiniilmelidir.
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