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Farelerde inaktif Arcanobacterium pyogenes asilarinin etkinligi
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Amag: Bu calismada, mineral oil (MO) ve aliiminyum hid-
roksit + ginseng [Al(OH3) + G] ile adjuvantlanmig inaktif
Arcanobacterium pyogenes asilarinin farelerde etkinliginin
belirlenmesi amaglandi.

Gereg ve Yontem: Inaktif A. pyogenes asilari, farelere 3 haf-
ta aralikla 2 kez deri alt1 yolla uygulandi. Asili ve asisiz fare-
ler 2. asilamadan 15 giin sonra canh patojenitesi LD, olan
A. pyogenes susu deri alt1 yolla verilerek celing yapildi. Fa-
reler 20 giin boyunca 6liim ve hastalik yoniinden gozlendi.
Olen hayvanlarin nekropsisi yapild: ve i¢ organlarinin (da-
lak, karaciger, akciger, kalp, bobrek) mikrobiyolojik yokla-
malari gerceklestirildi. Asilama 6ncesi ve sonrasi 15. giinde
kan 6rnekleri alindi. Serum 6rneklerinde A. pyogenes’e karsi
olusan antikor titreleri modifiye Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA) ile belirlendi.

Bulgular: Kontrollere gore asilanmis fare serumlarinda-
ki antikor titreleri belirgin olarak ytliksek bulundu. Asili ve
celing yapilmis farelerde 6liim ve morbidite gézlenmezken,
kontrol grubu farelerde hastalik ve 6liim belirlendi.

Oneri: A. pyogenes izolatindan hazirlanan A. pyogenes asila-
rinin farelerde A. pyogenes enfeksiyonlarindan korunmada
faydali oldugu bulundu.

Abstract

Hadimli HH, Sayin Z, Pinarkara Y, Sakmanoglu A, Te-
mimhan MS, Erganis 0. The effectiveness of inactive Ar-
canobacterium pyogenes vaccines in mice. Eurasian J Vet
Sci, 2012, 28, 3,133-137

Aim: The aim of this study was to determine effectiveness of
inactivated Arcanobacterium pyogenes vaccines adjuvanted
with mineral oil (MO) and aluminum hydroxide + ginseng
[AI(OH3) + G] in mice.

Materials and Methods: Inactive A. pyogenes vaccines
were subcutaneously administered to mice twice at 3 weeks
intervals. Mice were subcutaneously challenged with live A.
pyogenes according to LD at 15™ day after second vaccina-
tion. Mice were observed for mortality and morbidity dur-
ing 20 days. Death animals were necropsied and microbio-
logical examination were made from internal organs (liver,
spleen, lungs, heart and kidney). Blood samples were col-
lected before vaccination and at 15" day after vaccination.
The titers of antibodies against A. pyogenes in serum sam-
ples were detected by using self-made modified Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA).

Results: Levels of antibodies in sera of vaccinated ani-
mals were significantly higher than the controls. While no
mortality and morbidity were observed in vaccinated and
challenged mice, both morbidity and mortality were deter-
mined in non-vaccinated mice.

Conclusion: Inactive A. pyogenes vaccines prepared from
local A. pyogenes strain was found to be useful to protect
mice from the infection of A. pyogenes.
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» Giris

Arcanobacterium pyogenes, sigir, koyun ve keci dahil
evcil hayvanlarda mukozal yiizeylerin en 6nemli fir-
satcl patojenlerden birisidir ve suppuratif bulasic
hastaliktan da sorumludur (Dias ve ark 1996, Naga-
raja ve Chengappa 1998, Jost ve Billington 2005). Et-
ken evcil hayvanlarda mastitis, atik, pyometra, arthri-
tis, orsitise ve kanatlilarda ayak apselerine sebep ol-
maktadir. Hastalik vakalarindan saf olarak ya da kari-
sik kiiltiirlerden izole edilebilmektedir (Semembo ve
ark 1991, Madsen ve ark 1992, Simpson ve ark 1995,
Nolte ve ark 2001, Quinn ve ark 2002, Ertas ve ark
2005, Gouletsou ve ark 2006, Miller ve ark 2007).

A. pyogenes, etkenin patojenitesine katkida oldugu bi-
linen ¢esitli virtilens faktorlerine sahiptir. Bunlar, im-
mun sistemin hiicreleri icin sitotoksik aktiviteli pyo-
losin (PLO), epitel hiicrelere adezyon i¢in 2 néroa-
minidaz (neurominidase nanH ve nanP), kollajenden
zengin dokulara adezyon i¢in gerekli olan bir kollajen-
baglayan protein (cbpA; collagen-binding protein) ve
konakgiya adezyon i¢in fimbrial yapilar (fim4, fimC,
fimE ve fimG)'dir (Billington ve ark 1997, Jost ve ark
1999, Jost ve ark 2002, Esmay ve ark 2003, Silva ve
ark 2008, Hijazin ve ark 2011).

Birincil virulens faktor, ¢ok etkili bir hiicre disi tok-
sin olan pyolosindir (PLO). PLO, farkli hayvan tiirle-
rine ait eritrositleri lize etme 6zelligine sahip bir he-
molizindir ve kanli agarda beta-hemolizin sekillendir-
mektedir. Ayrica, intravendz veya intraperitoneal yol-
la verilen laboratuar hayvanlarinda dermatonekro-
tik ve letal etki gdstermesinin yani sira, makrofajlar
ve polimorf niikleer 16kdsitler dahil bir ¢ok hiicre tize-
rinde sitolitik etkilidir. PLO biitiin A. pyogenes tiirleri
tarafindan tiretilmektedir ve kiiltiir siipernatantlarin-
da 55 kDa protein olarak bulunmaktadir (Billington
ve ark 1997, Jost ve Billington 2005).

Bu ¢alismada, farelerde mineral yag adjuvanth (MO)
ve aliiminyum hidroksit + ginseng ekstrakli [Al(OH,)
+ G] inaktif A. pyogenes asilarinin etkinliginin belir-
lenmesi amaglandi.

» Gere¢ ve Yontem
e Hayvanlar

Bu calisma, klinik olarak herhangi bir semptom gos-
termeyen saglikli Swiss albino fareler (6-8 haftalik,
n=30) tizerinde gerceklestirildi. Fareler, asili (mineral
yagh (MO) ve [Al(OH,)]+G) ve asisiz (kontrol) olarak
3 gruba ayrildi. Hayvanlar standart sartlar altinda ba-
rindirildi, uygun yem ve su ile ad libitum olarak bes-
lendi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark 2011a).
Arastirma prosediirii Etik Kurul tarafindan onaylandu.

e A. pyogenes asilarinin hazirlanmasi

As1 gelistirme c¢alismalarinda as1 tohumu olarak
(master seed) olen bir buzaginin suppuratif doku-
larindan izole edilen A. pyogenes susu kullanildi. A.
pyogenes izolatinin morfolojik ve biyokimyasal 6zel-
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likleri klasik prosediirlere gore belirlendi (Morrison
ve Tillotson 1988). ilave olarak, plo geni icin spesifik
primerler kullanilarak PCR ile dogrulandi (Hadimli ve
ark 2010) ve virulens faktorlerinin varlig1 incelendi
(Hadimli ve Kav 2011). Ayrica, etkenin patojenitesi
farelerde belirlendi (Hadimli ve ark 2011a). A. pyoge-
nes izolati, %5 koyun kani iceren kanli agara ekildi ve
mikroaerofilik olarak 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi.
Birka¢ koloni alind1 ve Brain-Hearth Infusion besi-
yerinde kiiltiire edildi. Daha sonra iireyen bakteriler
10000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek toplandi. PBS
ile 3 kez yikadiktan sonra, bakteri konsantrasyonu
LD, 'ye gore ayarlandi. Daha sonra, inaktivasyon i¢in
bakteri siispansiyonuna formaldehit (%0.5) eklendi.
Ayni zamanda, siipernatanttaki protein degeri 6l¢iil-
dii ve supernatant 10 kDa filtre ile konsantre edildi.
Sterilite kontroliinden sonra, A. pyogenes antijeni ve
supernatant [AI(OH3)] jeli (%4) ve/veya mineral yag
(bir kisim antijen ve bir kisim adjuvant) ile karistiril-
di. Ayni zamanda, [Al(OH3)] jelli asiya ginseng eks-
rakti (G) (4 mg/mL) ilave edildi (Hadimli ve ark 2007,
Hadimli ve ark 2011a).

e Sterilite ve zararsizlik testi

Her asamada sterilite yoniinden, A. pyogenes asilari-
nin mikrobiyolojik yoklamalar1 (aerobik, mikroaero-
filik, anaerobik, mycoplasma ve mikotik mikroorga-
nizmalar i¢in) yapildi. Ayni zamanda, asilamadan son-
ra asili hayvanlar yan etkiler ve lokal reaksiyonlar yo-
niinden gozlendi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark
2011a).

e Farelerin asilanmasi ve geling denemeleri

Fareler, 15 giin aralikla A. pyogenes asilar1 (0.1 mL) ile
2 kez deri alt1 yolla asilandi. Kontrol grubundaki fa-
relere benzer sekilde steril fizyolojik tuzlu su enjekte
edildi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark 2011a).
Asilamadan sonra 15. giinde, asili ve asisiz gruplarda-
ki tiim farelere derialti olarak patojenik A. pyogenes
izolatinin LD, dozu ile ¢eling yapild1. Biitlin fareler 20
giin boyunca hastalik ve 6lim yoéniinden gozlendi. A.
pyogenes’in tekrar izolasyonu i¢in 6len veya uyutulan
farelerin i¢ organlari (kalp, dalak, akciger, bobrek ve
karaciger) kiilttire edildi (Hadimli ve ark 2007, Ha-
dimli ve ark 2011a).

e Anti-A. pyogenes antikorlarinin él¢iimii

Olii A. pyogenes antijenine karsi sekillenen antikorla-
rin seviyesi laboratuarda hazirlanan modifiye ELISA
kiti kullanilarak 6l¢iildii (Hadimli ve ark 2007). Kisa-
ca, karbonat-bikarbonat tamponunda (pH 9.6) bakte-
ri konsantrasyonu 1.5x10° hiicre/mLde ayarlandi ve
96 ¢ukurlu immunopleytler 100 pL/cukur A. pyoge-
nes ile kaplandi. Pleytler 37 °C’de 1 saat ve 4 °C’de bir
gece inkiibe edildi. Daha sonra, spesifik bovine serum
albiiminden (BSA, %1) tiim ¢ukurlara 100 pL kondu
ve 60 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Pleytler 3 kez
PBS-T (0.15 mol/L, %0.5 Tween 20, pH 7.2) ile yikan-
di. Her bir serum 6rnegi 1/250 olacak sekildi sulan-
dirilarak cukurlara 100 pL kondu ve 37 °C'de 1 saat
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inkiibe edildi. Yikama sonrasi, tiim ¢ukurlara 100 pL
1:6000 oraninda sulandirilan konjugat (goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase conjugate, 1:8000,
whole molecule, Sigma A 4416, St. Louis, MO, USA) ila-
ve edildi ve 37 °C'de 1 saat inkiibe edildi. Yikama son-
rasi, substrat olarak 0.4 mg/mL 3-phenylenediamine
dihydrochloride (0.05 M phosphate-citrate buffer,
d-phenylenediamine tablets, Sigma P 8287, St Louis,
MO, USA)’den 100 pL ilave edildi ve 10 dakika oda 1s1-
sinda tekrar inkiibe edildi. Pleytler, vakit gecirmeksi-
zin mikropleyt ELISA okuyucusunda (Anthos Labtec
Instruments, A 5022, Salzburg) 450 nm’de okutuldu
(Ding ve ark 1998, Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve
ark 2011a). 100 L

» Bulgular

Asilama sonrasinda asilanan farelerin asilama bolge-
sinde herhangi bir lokal reaksiyon ve hayvan davra-
nislarinda anormallik g6zlenmedi. Biitlin asili farele-
rin serumlarinda A. pyogenes’e karsi antikorlarin se-
viyesi kontrollere gore belirgin olarak daha yiiksek
bulundu (P <0.05). Asili gruplar karsilastirildiginda,
Al(OH,) + G grubunun antikor titrelerinin MO asi gru-
buna gore daha yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. Asili ve agisiz farelerin serumlarinda A. pyogenes’e karst
antikor titreleri.

Giin MO? Al(OH,)+G" Kontrol
0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00
15 1.767+0.43 2.7695+0.18 0.00+0.00

“MO: Mineral yag,® Al(OH,)+G: Aliminyum hidroksit + Ginseng

A. pyogenes asilari ile asilanan farelerin i¢ organlarin-
dan etkenin tekrar izolasyon sayisi kontrollere gore
belirgin olarak diisiik belirlendi (Tablo 2). Asili grup-
lar karsilastirildiginda, MO asisi ile asilanan fareler-
de tekrar izolasyon oraninin AI(OH,) + G asis1 ile ag1-
lanan farelere gore daha diisiik oldugu tespit edildi
(Tablo 2).,

Tablo 2. Agsili ve celing yapilan farelerin i¢ organlarindan A.
pyogenes’in tekrar izolasyonu.

f¢ organlar MO Al(OH),+G Kontrol
Karaciger 3/8 5/8 7/8
Dalak 3/8 5/8 8/8
Kalp 4/8 2/8 7/8
Bobrek 1/8 5/8 8/8
Akciger 3/8 2/8 7/8
Toplam 14/40 19/40 37/40

Patojenik A. pyogenes susunun verilmesi sonrasi 20
giin boyunca takip edilen asili ve ¢eling yapilan fa-
relerde morbidite ve mortalite gézlenmedi. Bunun-
la birlikte, asisiz farelerin tiimiinde hastalik ve 6lim
gozlendi (Tablo 3).
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Tablo 3. Asili ve ¢celing yapilan farelerde morbidite ve mortalite
oranlart.

MO Al(OH),+G Kontrol
Mortalite 0/8 0/8 8/8
Morbidite 0/8 0/8 8/8

» Tartisma

Kommensal bir etken olarak dikkate alinan A. pyoge-
nes, hastalik vakalarinin ¢ogunlugunda patojen bir et-
ken olarak izole edilebilmektedir (Jost ve Billington
2005). Etken, evcil hayvanlarin deri, eklemler ve i¢
organlarinda suppuratif enfeksiyonlara sebep olabi-
len en yaygin firsatci patojenlerden birisidir (Semem-
bo ve ark 1991, Madsen ve ark 1992, Simpson ve ark
1995, Dias ve ark 1996, Nolte ve ark 2001, Ertas ve
ark 2005, Gouletsou ve ark 2006, Miller ve ark 2007).
Cogunlukla, miik6z membranlarin fiziksel ya da mik-
robiyal travmasi sonrasinda, primer bir patojen ola-
rak enfeksiyon olusturacak sekilde dokulara yayil-
maktadir (Nagaraja ve Chengappa 1998).

Etkene karsi as1 ¢alismalarinda, formalin inaktif, pu-
rifiye, rekombinant PLO ile asilama, periton ici can-
1 A. pyogenes ¢elincina karsi fareleri koruyabilmis-
tir. Genetik olarak inaktif PLO ile asilamalarin deney-
sel A. pyogenes enfeksiyonlarina kargi farelerin ko-
runmasinda basarili oldugu belirtilmistir (Jost ve ark
2003). PLO’nun genetik toksoidleri, as1 olarak kulla-
nilmalarindan dnce inaktivasyona gerek olmamasi,
dogal veya rekombinant olmalarindan dolay1 6nemli
avantaja sahiptir. Jost ve ark (2003) genetik toksoidle-
rin etkili veteriner asilari olabilecegini gostermisler-
dir. PLO’nin timit veren subunit bir as1 olabilecegi fa-
reler iizerinde gosterilmis olsa da, biiyiik hayvanlar-
da koruma verip vermeyecegi net degildir (Jost ve ark
2003).

Laboratuar farelerinin aksine, evcil hayvanlarda
A. pyogenes dogal olarak bulundugu i¢in etkene ve
PLO’ya kars1 antikor mevcuttur (Ding ve ark 1998).
Besi hayvanlari ve siit ineklerinde, asilama ile PLO
notralize antikor titresi belirgin olarak artirilabildi-
gi gosterilmistir (Cho ve ark 2008). Bununla birlik-
te, bu hayvanlarda nétralize antikorlarin varliginin A.
pyogenes’e karsi koruma yapip yapmayacagi belirgin
degildir (Hunter ve ark 1990). A. pyogenes as1 dene-
melerinden c¢ikan sonuclara gore ciftlikteki hayvanla-
rin korunmasi daha kompleks olabilmektedir ve hiic-
resel bagisiklikta da biyiik bir rol oynayabilmekte-
dir (Wulster-Radcliffe ve ark 2005). PLO’ya ilaveten,
diger A. pyogenes antijenleri; néraminidaz, CbpA ve/
veya fibronektin veya fibrinojen baglayan protein an-
tijenleri de degerlendirilmedir.

Ding ve ark (1998) A. pyogenes ve Peptococcus indo-
licus kiiltlir supernatantlari ile asilanan siit inekleri,
yaz mastitisi geciren siit inekleri ve normalde saglik-
l1 goriilen bir kisim asisiz siit ineklerinin serumlarin-
da bir antikor artis1 tespit ettiklerini bildirmislerdir.




Inaktif Arcanobacterium pyogenes asilar

Hadimli ve ark

Ancak, kiiltlir supernatanti ile asilanan siit ineklerin-
de titrenin asilamadan sonra 8-9 ayda azaldigini ve A.
pyogenes spesifik antikorlarin enfeksiyonun kontroli
icin kullanilmasinin siirli oldugunu ifade etmislerdir.

Oto asilar, bireysel, kronik yada tekrarlayan enfeksi-
yonlarda siiriiniin tedavisi icin hastaliga sebep olan
mikroorganizma(lar)dan hazirlanan asilardir. Oto asi-
lar veteriner hekimlikte yaygin kullanilmasina rag-
men, verilmelerinden sonra aktive olan immiinolojik
etki mekanizmas1 gibi aksiyon mekanizmalar yete-
rince incelenmemistir. Siit ineklerinde metritisle mii-
cadele tedavisi icin yapilan oto asilama sonrasi, hay-
vanlarin T hiicre reseptorii ve T hiicre ekspresyonun-
da bir artis ile CD4 hiicrelerinde bir azalma gozlen-
mistir. Lenfosit proliferasyon testlerinde, oto asilama
tedaviye cevapta bir azalma ile takip ederken antijen-
spesifik cevapta baslangicta bir artma gortilmistiir.
Oto asinin kullanilmasi hastalanan hayvanlarin iyiles-
mesine katkida bulunan immiinolojik efektér meka-
nizmalarin aktivasyonuna yol actig1 kanaatine varil-
mistir (Nolte ve ark 2001)

Hadimli ve ark (2011a) icerisinde A. pyogenes ihtiva
eden kombine mastitis asisi ile siit ineklerini asiladik-
larini ve asilama sonrasi alinan siit 6rneklerinin mik-
robiyolojik yoklamalarinda A. pyogenes izole etme-
diklerini belirtmislerdir. Ayrica, kombine asi ile asi-
lanan farelerde, ¢eling denemeleri sonrasinda hasta-
lik ve oliim belirleyemediklerini bildirmislerdir (Ha-
dimli ve ark 2011b). Hunter ve ark (1990) A. pyoge-
nes bakterin-toksoid ile asilanan koyunlarda pyoje-
nik sartlara karsi koruma saglanamadigini belirtmis-
lerdir. Asilama ile etkene karsi yliksek titrede antikor
olusmasina ragmen, antikorlar ile A. pyogenes enfek-
siyonuna karsi koruma arasinda bir iliski olmadigini
ifade etmislerdir.

Bu calismada, kontrol grubu hayvanlara gore asili
gruplarda ytiksek seviyede antikor tespit edilmistir.
Ayrica, kontrol grubundaki hayvanlarda morbidite ve
mortalite oranlar1 yliksek ¢ikarken, asili gruplardaki
farelerde hastalik ve 6liim olmamasi asilarin etkinli-
gine baglanmistir. MO adjuvanth agiya gore AI(OH),'li
ve ginseng katkili as1 ile asilanan farelerin antikor tit-
relerinin daha yiiksek cikmasi ise ginseng ekstrakti-
nin humoral bagisikliga olumlu olarak etkidigini gos-
termektedir. Bununla birlikte, asili farelerden sadece
15. giinde alinan kan érneklerinde antikor titresinin
6lciilmesi, etkinliginin zaman ile iliskilendirilmesini
miimkiin kilmamistir. Bununla birlikte, ginseng ile ya-
pilan diger calismalarda da (Hadimli ve ark 2007, Ha-
dimli ve ark 2011b) benzer sonuglarin alinmasi, asi-
lara ozellikle AI(OH).’li asilara ginseng ekstraktinin
katilmasinin bagisiklig1 artirmasi agisindan avantajli
olacagini diisiindiirmektedir.

» Oneri

Inaktif A. pyogenes asilari ile asilanan farelerde pato-
jenik A. pyogenes susu ile yapilan ¢eling denemelerin-
de asinin etkili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
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s181r ve koyun gibi evcil hayvanlar tizerinde A. pyoge-
nes asilarinin etkinliginin belirlenmesi icin ¢alismala-
rinin devam ettirilmesi gerekmektedir.
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