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Amaç: Bu çalışmada, mineral oil (MO) ve alüminyum hid-
roksit + ginseng [Al(OH3) + G] ile adjuvantlanmış inaktif 
Arcanobacterium pyogenes aşılarının farelerde etkinliğinin 
belirlenmesi amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: İnaktif A. pyogenes aşıları, farelere 3 haf-
ta aralıkla 2 kez deri altı yolla uygulandı. Aşılı ve aşısız fare-
ler 2. aşılamadan 15 gün sonra canlı patojenitesi LD50 olan 
A. pyogenes suşu deri altı yolla verilerek çelınç yapıldı. Fa-
reler 20 gün boyunca ölüm ve hastalık yönünden gözlendi. 
Ölen hayvanların nekropsisi yapıldı ve iç organlarının (da-
lak, karaciğer, akciğer, kalp, böbrek) mikrobiyolojik yokla-
maları gerçekleştirildi. Aşılama öncesi ve sonrası 15. günde 
kan örnekleri alındı. Serum örneklerinde A. pyogenes’e karşı 
oluşan antikor titreleri modifiye Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA) ile belirlendi. 

Bulgular: Kontrollere göre aşılanmış fare serumlarında-
ki antikor titreleri belirgin olarak yüksek bulundu. Aşılı ve 
çelınç yapılmış farelerde ölüm ve morbidite gözlenmezken, 
kontrol grubu farelerde hastalık ve ölüm belirlendi. 

Öneri: A. pyogenes izolatından hazırlanan A. pyogenes aşıla-
rının farelerde A. pyogenes enfeksiyonlarından korunmada 
faydalı olduğu bulundu.

Abstract

Hadimli HH, Sayin Z, Pinarkara Y, Sakmanoglu A, Te-
mimhan MS, Erganis O. 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 
[Al(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 LD50 at 15th 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 15th 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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 Giriş

Arcanobacterium pyogenes, sığır, koyun ve keçi dahil 
evcil hayvanlarda mukozal yüzeylerin en önemli fır-
satçı patojenlerden birisidir ve suppuratif bulaşıcı 
hastalıktan da sorumludur  (Dias ve ark 1996, Naga-
raja ve Chengappa 1998, Jost ve Billington 2005). Et-
ken evcil hayvanlarda mastitis, atık, pyometra, arthri-
tis, orşitise ve kanatlılarda ayak apselerine sebep ol-
maktadır. Hastalık vakalarından saf olarak ya da karı-
şık kültürlerden izole edilebilmektedir (Semembo ve 
ark 1991, Madsen ve ark 1992, Simpson ve ark 1995, 
Nolte ve ark 2001, Quinn ve ark 2002, Ertaş ve ark 
2005, Gouletsou ve ark 2006, Miller ve ark 2007). 

A. pyogenes, etkenin patojenitesine katkıda olduğu bi-
linen çeşitli virülens faktörlerine sahiptir. Bunlar, im-
mun sistemin hücreleri için sitotoksik aktiviteli pyo-
losin (PLO), epitel hücrelere adezyon için 2 nöroa-
minidaz (neurominidase nanH ve nanP), kollajenden 
zengin dokulara adezyon için gerekli olan bir kollajen-
bağlayan protein (cbpA; collagen-binding protein) ve 
konakçıya adezyon için fimbrial yapılar (fimA, fimC, 
fimE ve fimG)’dır (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 faktör, çok etkili bir hücre dışı tok-
sin olan pyolosindir (PLO). PLO, farklı hayvan türle-
rine ait eritrositleri lize etme özelliğine sahip bir he-
molizindir ve kanlı agarda beta-hemolizin şekillendir-
mektedir. Ayrıca, intravenöz veya intraperitoneal yol-
la verilen laboratuar hayvanlarında dermatonekro-
tik ve letal etki göstermesinin yanı sıra, makrofajlar 
ve polimorf nükleer lökösitler dahil bir çok hücre üze-
rinde sitolitik etkilidir. PLO bütün A. pyogenes türleri 
tarafından üretilmektedir ve kültür süpernatantların-
da 55 kDa protein olarak bulunmaktadır (Billington 
ve ark 1997, Jost ve Billington 2005). 

Bu çalışmada, farelerde mineral yağ adjuvantlı (MO) 
ve alüminyum hidroksit + ginseng ekstraklı [Al(OH3) 
+ G] inaktif A. pyogenes aşılarının etkinliğinin belir-
lenmesi amaçlandı. 

 Gereç ve Yöntem

  Hayvanlar

Bu çalışma, klinik olarak herhangi bir semptom gös-
termeyen sağlıklı Swiss albino fareler (6-8 haftalık, 
n=30) üzerinde gerçekleştirildi. Fareler, aşılı (mineral 
yağlı (MO) ve [Al(OH3)]+G) ve aşısız (kontrol) olarak 
3 gruba ayrıldı. Hayvanlar standart şartlar altında ba-
rındırıldı, uygun yem ve su ile ad libitum olarak bes-
lendi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark 2011a). 
Araştırma prosedürü Etik Kurul tarafından onaylandı.
  A. pyogenes aşılarının hazırlanması

Aşı geliştirme çalışmalarında aşı tohumu olarak 
(master seed) ölen bir buzağının suppuratif doku-
larından izole edilen A. pyogenes suşu kullanıldı. A. 
pyogenes izolatının morfolojik ve biyokimyasal özel-

likleri klasik prosedürlere göre belirlendi (Morrison 
ve Tillotson 1988). İlave olarak, plo geni için spesifik 
primerler kullanılarak PCR ile doğrulandı (Hadimli ve 
ark 2010) ve virulens faktörlerinin varlığı incelendi 
(Hadimli ve Kav 2011). Ayrıca, etkenin patojenitesi 
farelerde belirlendi (Hadimli ve ark 2011a). A. pyoge-
nes izolatı, %5 koyun kanı içeren kanlı agara ekildi ve 
mikroaerofilik olarak 37 0C’de 48 saat inkübe edildi. 
Birkaç koloni alındı ve Brain-Hearth Infusion besi-
yerinde kültüre edildi. Daha sonra üreyen bakteriler 
10000xg’de 20 dakika santrifüj edilerek toplandı. PBS 
ile 3 kez yıkadıktan sonra, bakteri konsantrasyonu 
LD50’ye göre ayarlandı. Daha sonra, inaktivasyon için 
bakteri süspansiyonuna formaldehit (%0.5) eklendi. 
Aynı zamanda, süpernatanttaki protein değeri ölçül-
dü ve supernatant 10 kDa filtre ile konsantre edildi. 
Sterilite kontrolünden sonra, A. pyogenes antijeni ve 
supernatant [Al(OH3)] jeli (%4) ve/veya mineral yağ 
(bir kısım antijen ve bir kısım adjuvant) ile karıştırıl-
dı. Aynı zamanda, [Al(OH3)] jelli aşıya ginseng eks-
raktı (G) (4 mg/mL) ilave edildi (Hadimli ve ark 2007, 
Hadimli ve ark 2011a).  
  Sterilite ve zararsızlık testi

Her aşamada sterilite yönünden, A. pyogenes aşıları-
nın mikrobiyolojik yoklamaları (aerobik, mikroaero-
filik, anaerobik, mycoplasma ve mikotik mikroorga-
nizmalar için) yapıldı. Aynı zamanda, aşılamadan son-
ra aşılı hayvanlar yan etkiler ve lokal reaksiyonlar yö-
nünden gözlendi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark 
2011a).
  Farelerin aşılanması ve çelınç denemeleri 

Fareler, 15 gün aralıkla A. pyogenes aşıları (0.1 mL) ile 
2 kez deri altı yolla aşılandı. Kontrol grubundaki fa-
relere benzer şekilde steril fizyolojik tuzlu su enjekte 
edildi (Hadimli ve ark 2007, Hadimli ve ark 2011a). 
Aşılamadan sonra 15. günde, aşılı ve aşısız gruplarda-
ki tüm farelere derialtı olarak patojenik A. pyogenes 
izolatının LD50 dozu ile çelınç yapıldı. Bütün fareler 20 
gün boyunca hastalık ve ölüm yönünden gözlendi. A. 
pyogenes’in tekrar izolasyonu için ölen veya uyutulan 
farelerin iç organları (kalp, dalak, akciğer, böbrek ve 
karaciğer) kültüre edildi (Hadimli ve ark 2007, Ha-
dimli ve ark 2011a).
  Anti-A. pyogenes antikorlarının ölçümü 

Ölü A. pyogenes antijenine karşı şekillenen antikorla-
rın seviyesi laboratuarda hazırlanan modifiye ELISA 
kiti kullanılarak ölçüldü (Hadimli ve ark 2007). Kısa-
ca, karbonat-bikarbonat tamponunda (pH 9.6) bakte-
ri  konsantrasyonu 1.5x109 hücre/mL’de ayarlandı ve 
96 çukurlu immunopleytler 100  mL/çukur A. pyoge-
nes ile kaplandı. Pleytler 37 0C’de 1 saat ve 4 0C’de bir 
gece inkübe edildi. Daha sonra, spesifik bovine serum 
albüminden (BSA, %1) tüm çukurlara 100 mL kondu 
ve 60 dakika oda ısısında inkübe edildi. Pleytler 3 kez 
PBS-T (0.15 mol/L, %0.5 Tween 20, pH 7.2) ile yıkan-
dı. Her bir serum örneği 1/250 olacak şekildi sulan-
dırılarak çukurlara 100  mL kondu ve 37 0C’de 1 saat 
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inkübe edildi. Yıkama sonrası, tüm çukurlara 100 mL 
1:6000 oranında sulandırılan konjugat (goat anti-
mouse IgG horseradish peroxidase conjugate, 1:8000, 
whole molecule, Sigma A 4416, St. Louis, MO, USA) ila-
ve edildi ve 37 0C’de 1 saat inkübe edildi. Yıkama son-
rası, substrat olarak 0.4 mg/mL d-phenylenediamine 
dihydrochloride (0.05 M phosphate-citrate buffer, 
d-phenylenediamine tablets, Sigma P 8287, St Louis, 
MO, USA)’den 100 mL ilave edildi ve 10 dakika oda ısı-
sında tekrar inkübe edildi. Pleytler, vakit geçirmeksi-
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

Aşılama sonrasında aşılanan farelerin aşılama bölge-
sinde herhangi bir lokal reaksiyon ve hayvan davra-
nışlarında anormallik gözlenmedi. Bütün aşılı farele-
rin serumlarında A. pyogenes’e karşı antikorların se-
viyesi kontrollere göre belirgin olarak daha yüksek 
bulundu (P <0.05). Aşılı gruplar karşılaştırıldığında, 
Al(OH3) + G grubunun antikor titrelerinin MO aşı gru-
buna göre daha yüksek olduğu belirlendi (Tablo 1). 

A. pyogenes aşıları ile aşılanan farelerin iç organların-
dan etkenin tekrar izolasyon sayısı kontrollere göre 
belirgin olarak düşük belirlendi (Tablo 2). Aşılı grup-
lar karşılaştırıldığında, MO aşısı ile aşılanan fareler-
de tekrar izolasyon oranının Al(OH3) + G aşısı ile aşı-
lanan farelere göre daha düşük olduğu tespit edildi 
(Tablo 2). ,

Patojenik A. pyogenes suşunun verilmesi sonrası 20 
gün boyunca takip edilen aşılı ve çelınç yapılan fa-
relerde morbidite ve mortalite gözlenmedi. Bunun-
la birlikte, aşısız farelerin tümünde hastalık ve ölüm 
gözlendi (Tablo 3).

 Tartışma

Kommensal bir etken olarak dikkate alınan A. pyoge-
nes, hastalık vakalarının çoğunluğunda patojen bir et-
ken olarak izole edilebilmektedir (Jost ve Billington 
2005). Etken, evcil hayvanların deri, eklemler ve iç 
organlarında suppuratif enfeksiyonlara sebep olabi-
len en yaygın fırsatçı patojenlerden birisidir (Semem-
bo ve ark 1991, Madsen ve ark 1992, Simpson ve ark 
1995, Dias ve ark 1996, Nolte ve ark 2001, Ertaş ve 
ark 2005, Gouletsou ve ark 2006, Miller ve ark 2007). 
Çoğunlukla, müköz membranların fiziksel ya da mik-
robiyal travması sonrasında, primer bir patojen ola-
rak enfeksiyon oluşturacak şekilde dokulara yayıl-
maktadır (Nagaraja ve Chengappa 1998).

Etkene karşı aşı çalışmalarında, formalin inaktif, pu-
rifiye, rekombinant PLO ile aşılama, periton içi can-
lı A. pyogenes çelıncına karşı fareleri koruyabilmiş-
tir. Genetik olarak inaktif PLO ile aşılamaların deney-
sel A. pyogenes enfeksiyonlarına karşı farelerin ko-
runmasında başarılı olduğu belirtilmiştir (Jost ve ark 
2003). PLO’nun genetik toksoidleri, aşı olarak kulla-
nılmalarından önce inaktivasyona gerek olmaması, 
doğal veya rekombinant olmalarından dolayı önemli 
avantaja sahiptir. Jost ve ark (2003) genetik toksoidle-
rin etkili veteriner aşıları olabileceğini göstermişler-
dir. PLO’nin ümit veren subunit bir aşı olabileceği fa-
reler üzerinde gösterilmiş olsa da, büyük hayvanlar-
da koruma verip vermeyeceği net değildir (Jost ve ark 
2003). 

Laboratuar farelerinin aksine, evcil hayvanlarda 
A. pyogenes doğal olarak bulunduğu için etkene ve 
PLO’ya karşı antikor mevcuttur (Ding ve ark 1998). 
Besi hayvanları ve süt ineklerinde, aşılama ile PLO 
nötralize antikor titresi belirgin olarak artırılabildi-
ği gösterilmiştir (Cho ve ark 2008). Bununla birlik-
te, bu hayvanlarda nötralize antikorların varlığının A. 
pyogenes’e karşı koruma yapıp yapmayacağı belirgin 
değildir (Hunter ve ark 1990). A. pyogenes aşı dene-
melerinden çıkan sonuçlara göre çiftlikteki hayvanla-
rın korunması daha kompleks olabilmektedir ve hüc-
resel bağışıklıkta da büyük bir rol oynayabilmekte-
dir (Wulster-Radcliffe ve ark 2005). PLO’ya ilaveten, 
diğer A. pyogenes antijenleri; nöraminidaz, CbpA ve/
veya fibronektin veya fibrinojen bağlayan protein an-
tijenleri de değerlendirilmedir. 

Ding ve ark (1998) A. pyogenes ve Peptococcus indo-
licus kültür supernatantları ile aşılanan süt inekleri, 
yaz mastitisi geçiren süt inekleri ve normalde sağlık-
lı görülen bir kısım aşısız süt ineklerinin serumların-
da bir antikor artışı tespit ettiklerini bildirmişlerdir. 
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Tablo 1. Aşılı ve aşısız farelerin serumlarında A. pyogenes’e karşı 
antikor titreleri.

Gün MOa Al(OH3)+Gb 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
    aMO:  Mineral yağ, b Al(OH3)+G: Aliminyum hidroksit + Ginseng 

Tablo 2. Aşılı ve çelınç yapılan farelerin iç organlarından A. 
pyogenes’in tekrar izolasyonu.

İç organlar MO Al(OH)3+G Kontrol 

Karaciğer 3/8 5/8 7/8

Dalak 3/8 5/8 8/8

Kalp 4/8 2/8 7/8

Böbrek 1/8 5/8 8/8

Akciğer 3/8 2/8 7/8

Toplam  14/40 19/40 37/40

Tablo 3. Aşılı ve çelınç yapılan farelerde morbidite ve mortalite 
oranları.

MO Al(OH)3+G Kontrol

Mortalite 0/8 0/8 8/8

Morbidite 0/8 0/8 8/8



Ancak, kültür supernatantı ile aşılanan süt ineklerin-
de titrenin aşılamadan sonra 8-9 ayda azaldığını ve A. 
pyogenes spesifik antikorların enfeksiyonun kontrolü 
için kullanılmasının sınırlı olduğunu ifade etmişlerdir. 

Oto aşılar, bireysel, kronik yada tekrarlayan enfeksi-
yonlarda sürünün tedavisi için hastalığa sebep olan 
mikroorganizma(lar)dan hazırlanan aşılardır. Oto aşı-
lar veteriner hekimlikte yaygın kullanılmasına rağ-
men, verilmelerinden sonra aktive olan immünolojik 
etki mekanizması gibi aksiyon mekanizmaları yete-
rince incelenmemiştir. Süt ineklerinde metritisle mü-
cadele tedavisi için yapılan oto aşılama sonrası, hay-
vanların T hücre reseptörü ve T hücre ekspresyonun-
da bir artış ile CD4 hücrelerinde bir azalma gözlen-
miştir. Lenfosit proliferasyon testlerinde, oto aşılama 
tedaviye cevapta bir azalma ile takip ederken antijen-
spesifik cevapta başlangıçta bir artma görülmüştür. 
Oto aşının kullanılması hastalanan hayvanların iyileş-
mesine katkıda bulunan immünolojik efektör meka-
nizmaların aktivasyonuna yol açtığı kanaatine varıl-
mıştır (Nolte ve ark 2001)

Hadimli ve ark (2011a) içerisinde A. pyogenes ihtiva 
eden kombine mastitis aşısı ile süt ineklerini aşıladık-
larını ve aşılama sonrası alınan süt örneklerinin mik-
robiyolojik yoklamalarında A. pyogenes izole etme-
diklerini belirtmişlerdir. Ayrıca, kombine aşı ile aşı-
lanan farelerde, çelınç denemeleri sonrasında hasta-
lık ve ölüm belirleyemediklerini bildirmişlerdir (Ha-
dimli ve ark 2011b). Hunter ve ark (1990) A. pyoge-
nes bakterin-toksoid ile aşılanan koyunlarda pyoje-
nik şartlara karşı koruma sağlanamadığını belirtmiş-
lerdir. Aşılama ile etkene karşı yüksek titrede antikor 
oluşmasına rağmen, antikorlar ile A. pyogenes enfek-
siyonuna karşı koruma arasında bir ilişki olmadığını 
ifade etmişlerdir.  

Bu çalışmada, kontrol grubu hayvanlara göre aşılı 
gruplarda yüksek seviyede antikor tespit edilmiştir. 
Ayrıca, kontrol grubundaki hayvanlarda morbidite ve 
mortalite oranları yüksek çıkarken, aşılı gruplardaki 
farelerde hastalık ve ölüm olmaması aşıların etkinli-
ğine bağlanmıştır. MO adjuvantlı aşıya göre Al(OH)3’li 
ve ginseng katkılı aşı ile aşılanan farelerin antikor tit-
relerinin daha yüksek çıkması ise ginseng ekstraktı-
nın humoral bağışıklığa olumlu olarak etkidiğini gös-
termektedir. Bununla birlikte, aşılı farelerden sadece 
15. günde alınan kan örneklerinde antikor titresinin 
ölçülmesi, etkinliğinin zaman ile ilişkilendirilmesini 
mümkün kılmamıştır. Bununla birlikte, ginseng ile ya-
pılan diğer çalışmalarda da (Hadimli ve ark 2007, Ha-
dimli ve ark 2011b) benzer sonuçların alınması, aşı-
lara özellikle Al(OH)3’li aşılara ginseng ekstraktının 
katılmasının bağışıklığı artırması açısından avantajlı 
olacağını düşündürmektedir. 

 Öneri

İnaktif A. pyogenes aşıları ile aşılanan farelerde pato-
jenik A. pyogenes suşu ile yapılan çelınç denemelerin-
de aşının etkili olduğu gösterilmiştir. Bununla birlikte, 

sığır ve koyun gibi evcil hayvanlar üzerinde A. pyoge-
nes aşılarının etkinliğinin belirlenmesi için çalışmala-
rının devam ettirilmesi gerekmektedir.
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